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RESUMO

SOUZA, A. M. Diversidade Fenotipica e Genotipica de Isolados de
Pisolithus spp. Lavras: UFLA, 2001. 107p. (Dissertagio — Mestrado em
Engenharia Florestal)*

Pisolithus spp. é um fungo cosmopolita, que vive em simbiose com
varias espécies arboreas, principalmente Eucalyptus e Pinus. Com o objetivo de
avaliar a diversidade fenotipica e genotipica de isolados de Pisolithus spp.,
procedentes do Brasil, USA e Canada, foram utilizadas caracteristicas
morfoldgicas, marcadores bioquimicos (PAGE e SDS-PAGE) e molecular
(RAPD) para a indicagdo de gendtipos potenciais com ampla base genética a
serem utilizados em programas de melhoramento da simbiose ectomicorrizica.
Tanto as caracteristicas morfologicas como os marcadores possibilitaram
agrupar os isolados quanto a sua taxa de divergéncia, sendo que, para
caracteristicas morfoldgicas, esta taxa variou de 0 a 82% para marcador protéico
de 9 a 80% e para marcador enzimatico de 0 a 79%. De acordo com as
caracteristicas morfoldgicas, os cruzamentos aptos a ampliar a base genética
foram P4 x P21 e P4 x P25, para o marcador protéico P10 x P31, P13 x P29,
P13 x P30, P18 x P29 e P20 x P31, marcador enzimatico P13 x P18 e P15 x
P33. A analise comparativa dos agrupamentos obtidos pelos diferentes
marcadores possibilitou a distingdo dos isolados quanto a sua colonizagio ao
hospedeiro. O marcador molecular (RAPD) demonstrou ser o mais indicado na
avaliagdo de diversidade, isto devido a nao sofrer a influéncia das condigdes de
cultivo e trabalhar diretamente com o material genético.

* Comité Orientador: Duicinéia de Carvalho — UFLA (Orientadora), Sebastido
Carlos da Silva Rosado - UFLA



ABSTRACT

SOUZA, A. M. Phenotypic and Genotypic diversity of Pisolihus spp.
Isolates. Lavras: UFLA, 2000. 107p. (Dissertation — Master of Science in
Forestry)*

Pisolithus spp. is a cosmopolitan fungus living in symbiosis with a
number of tree species, mainly Eucalyptus and Pinus. Isolates from Brazil, USA
and Canada were used for the evaluation of the phenotypic and genotypic
diversity of Pisolithus spp. Morphological, biochemical (PAGE and SDS-
PAGE) and molecular (RAPD) markers were analysed for the identification of
potential genotypes with broad genetic base that could be used in programs
aiming the improvement of the ectomycorrhizal symbiosis. It was possible to
group the isolates on the basis of morphological and molecular markers. The
divergence rate for morphological markers ranged from 0 to 82%, whereas for
protein ranged from 9 to 80% and for enzyme from 0 to 79%. The crosses apt to
broaden the genetic base for morphological markers were P4 x P21 and P4 x
P25, whereas for proteins were P10 x P31, P13 x P29, P13 x P30, P18 x P29 and
P20 x P31, and enzymes were P13 x P18 and P15 x P33. The distintion of the
isolates in relation to their colonization to the host was mad possible by
comparative analysis of the groups obtained throught the different molecular
markers. RAPD was the most indicated marker for evaluation of diversity,
considering that it was no influenced by the cultivation conditions, having a
direct link with the genetic material.

* Guidance Committe: Dulcinéia de Carvalho — UFLA (Adviser), Sebastido
Carlos da Silva Rosado — UFLA



1 INTRODUCAO

A degradag@o dos ecossistemas naturais e o uso inapropriado do solo sio
os principais agentes de desertificagdo e degradagdo de diferentes regiGes do
planeta.

Face a esta situagdo, o reflorestamento é uma atividade que além de
conter este fendmeno de desertificagdo, contribui para a restauragdo e
restabelecimento dos ecossistemas naturais degradados. Aliadas a esta atividade,
varias estratégias vém sendo utilizadas com o intuito de amenizar o impacto de
fatores estressantes sobre as espécies vegetais cultivadas, dentre elas destacam-
se os programas de melhoramento genético através da sele¢do de genotipos
superiores.

Tanto o melhoramento genético de plantas como o melhoramento
genético de simbiontes capazes de sobreviver, crescer e produzir em sitios
desfavoraveis sio de grande importdncia no restabelecimento e restauragdo
destas areas.

Pisolithus spp. é um fungo ectomicorrizico cosmopolita, que vive em
simbiose com varias espécies de arvores, principalmente com as do género
Eucalyptus e Pinus. Esta simbiose é de grande importancia para as arvores
hospedeiras, principalmente quando plantadas em sitios de baixa fertilidade, pois
o parceiro fungico melhora a absorgdo e o transporte de agua e nutrientes do
solo, aumenta a tolerancia a acidez, a toxidez de metais pesados, a temperaturas
elevadas do solo e aumenta a resisténcia as doengas do sistema radicular.

O sucesso de qualquer programa de micorrizagio €, sem davida,
influenciado pela estrutura, variabilidade e estratégia reprodutiva destas
populagdes naturais de fungos. Desta forma, estudos genéticos sdo necessarios

para conhecer a magnitude desta variabilidade para a melhor compreensdo das



caracteristicas ecoldgicas e fisiologicas, que permitirdo o estabelecimento de
novas estratégias de melhoramento genético.

E para acessar esta variabilidade ¢ indispensavel o uso de marcadores
morfoldgicos e genéticos, que possibilitardo caracterizar, identificar e avaliar o
comportamento de genoétipos a serem utilizados em programas de melhoramento
da simbiose.

Diante de tal fato, os objetivos deste estudo foram estudar a diversidade
fenotipica e genotipica de isolados de Pisolithus spp. por meio de caracteristicas
morfolégicas, marcadores bioquimicos (PAGE, SDS-PAGE), molecular
(RAPD) e comparar a variabilidade obtida por estes diferentes procedimentos,
visando detectar e selecionar gendtipos de ampla base genética aptos a serem

utilizados em programas de melhoramento da simbiose ectomicorrizica.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Micorrizas

A simbiose mais comum em plantas superiores é a associagdo
micorrizica estabelecida entre determinados fungos do solo e radicelas de
plantas (Marx, 1977).

Cerca de 95% das espécies de plantas formam associagdes micorrizicas
na natureza (Trappe, 1977), com excegdo de algumas familias como
Cruciferaceae, Chenopodiaceae, Saxifragaceae, dentre outras, que incluem
também a maior parte das plantas aquaticas, parasitas e carnivoras (Pate, 1994).
As micorrizas representam um fendmeno de ocorréncia generalizada resultante
da unido orgénica entre as raizes e o micélio de fungos pertencentes a diversas
espécies de Ascomicetos, Basidiomicetos e Zigomicetos (Trappe, 1977; Siqueira
e Franco, 1988). Tradicionalmente, as micorrizas tém sido classificadas com
base na anatomia da infecgdo em ectomicorrizas, micorrizas arbusculares e
ectendomicorrizas. As micorrizas arbusculares sdo caracterizadas pela
penetragdo inter e intracelular do micélio fingico no coértex da raiz.
Intracelularmente € formada uma estrutura especifica para troca de metabdlicos
denominada arbisculo. Este tipo de micorriza é formada entre a maioria das
Angiospermas e algumas Gimnospermas e Fungos Zigomicetos da ordem
Glomales (Morton e Benny., 1990; Harley e Smith, 1983). As ectomicorrizas
sdo caracterizadas pela penetragdo intercelular do micélio fingico no cortex da
raiz (rede de Hartig) e formagdo de um manto fiingico ao redor das raizes
colonizadas. Sdo formadas principalmente entre fungos Basidiomicetos e alguns
Ascomicetos e a maioria das Gimnospermas e algumas Angiospermas. Nas

ectendomicorrizas, 0 manto ¢ reduzido e muitas vezes ausente. A rede de Hartig



€ bem desenvolvida e apresenta penetragio intracelular do micélio. Sio
produzidas entre os mesmos fungos ectomicorrizicos e plantas hospedeiras em
condigdes especificas (Harley e Smith, 1983; Siqueira e Franco, 1988). Do ponto
de vista ecoldgico, as ectomicorrizas e as micorrizas arbusculares sio
consideradas as mais importantes (Siqueira e Franco, 1988).

As ectomicorrizas formadas por fungos basidiomicetos e ascomicetos
correspondem a apenas 5% das espécies de plantas vasculares, incluindo
espécies florestais e ornamentais. Todas as espécies sio das familias Pinaceae,
Fagaceae, Betulaceae, Salicaceae, Tiliaceae e muitos membros Rosaceae,
Leguminosae, Ericaceae, Junglandaceae, outras sdo ectomicorrizicas (Trappe,
1977). As espécies arbéreas ectomicorrizicas comercialmente importantes
incluem as familias Betulaceae, Dipterocapaceae, Fagaceae, Myrtaceae e
Pinaceae (Castellano, 1994).

A penetragdo e colonizagdo das raizes pelos fungos ectomicorrizicos
resultam em modificages na fisiologia, bioquimica e nutri¢io da planta
hospedeira, aumentando a taxa fotossintética, absorgao, transiocagio e utilizagdo
de nutrientes minerais e agua e alterages na morfologia e taxa de crescimento
das raizes (Harley e Smith, 1983; Siqueira e Franco, 1988). Em adico ao papel
nutricional, os fungos podem deter patogenos das raizes, proteger as plantas
contra toxinas radiculares e promover o crescimento das mudas através da
producdo de horménios (Trappe, 1977). A natureza e magnitude destas
alteragbes depende da relagdo de compatibilidade entre os componentes do
sistema, o que pode ocorrer pelo grau de especificidade que existe entre alguns
fungos simbiontes e os seus hospedeiros. Algumas plantas hospedeiras parecem
ser mais seletivas para seus fungos simbiontes (Duddridge, 1987).

Os fungos simbiontes também apresentam um certo grau de
especificidade, mais em nivel de género, e poucas associagdes ectomicorrizicas

especificas tém sido relatadas (Duddridge, 1987).



Com relagdo a especificidade, os fungos ectomicorrizicos foram
divididos em trés categorias: fungos com grande potencial ectomicorrizico,
baixa especificidade e que frutificam naturalmente, como Thelephora terrestris,
Cenococcum gramiforme, Paxilus involutus, Pisolithus tinctorius, Laccaria
laccata e Amanita muscaria; fungos com médio potencial ectomicorrizico, com
certa especificidade, frutificagdo limitada e dependentes do hospedeiro, como
Suillus lakei x Pseudotsuga menziesii, Rhizopogon vincolor x Pinus sp; e fungos
com baixo potencial ectomicorrizico, formando micorriza apenas com uma
espécie hospedeira, como Suillus spp. e Rhizopogon spp. que sdo especificos
para coniferas, Alpova diplophloeus para Alnus spp e Hydnangium carneum para
Eucalyptus spp (Molina e Trappe, 1982).

Hoje a selecdo cuidadosa do fungo € reconhecida como um passo
importante nos programas de inoculagdo em viveiros. Fungos ectomicorrizicos
diferentes podem afetar a planta hospedeira de formas distintas. Algumas
diferengas entre os fungos ectomicorrizicos incluem a especificidade do fungo
ao hospedeiro, adaptabilidade ecolégica do fungo, capacidade de absorgédo e
translocagio de nutrientes, produc;ﬁo' de reguladores de crescimento e interagdes
com outros organismos do solo. A variagdo ecotipica dentro de uma espécie
fangica pode ser tio pronunciada como as diferengas entre as espécies de
plantaé, isto implica maiores estudos de variabilidade para uma selegdo mais

efetiva de genotipos superiores a determinados hospedeiros.
2.2 Fungos ectomicorrizicos

A evolugdo do habito saprofitico para o ectomicorrizico parece ter
ocorrido convergentemente em diferentes ocasides (Bruns, White e Taylor,
19991; Bruns et al., 1998). Embora um tnico registro féssil esteja disponivel,

datado de 50 milhSes de anos (eoceno) (Le Page et al., 1997), dados moleculares



sugerem que os fungos ectomicorrizicos surgiram ha 130 milhdes de anos
(creticeo), coincidindo com as primeiras evidéncias fosseis da familia Pinaceae
(Berbee e Taylor, 1993). Sua predominancia nessa familia seria responsavel pelo
sucesso de seus membros em grande variedade de habitats com grande
amplitude climdtica e edéfica (Malloch et al., 1980 citado por Le Page, 1997).

As ectomicorrizas sio encontradas predominantemente em plantas
lenhosas e em regides temperadas, em particular nas familias Pinaceae (95%),
Fagaceae (94%), Betuliaceae (70%) e Salicaceae (83%). O status
ectomicorrizico predomina, também, em duas outras familias em diferentes
condigbes climaticas: Myrtaceae (90%) e Dipterocarpaceae (98%). As
ectomicorrizas tém sido encontradas em menor propor¢do nas familias
Leguminosae (16%), Rosaceae (12%), Euphorbiaceae (7%), Scrophulariaceae
(4%), Rubiaceae (3%) e Cyperaceae (3%) (Wilcox, 1990).

A ocorréncia dessa simbiose em plantas nativas de florestas tropicais
parece ser rara, como apontam resultados em diferentes paises (Redhead, 1982;
Le Tacon, Garbaye e Carr, 1987; Béreau e Garbaye, 1994. Excegdo para essa
regra ¢ representada por algumas florestas do Sudeste asiatico, onde
predominam as Diptorcapaceae, com grande nimero de espécies
ectomicorrizicas, e de certas formagdes vegetais na Africa, com leguminosas da
sufamilia Caesalpinoideae. No Brasil, informagdes sobre o status micorrizico de
plantas nativas sdo escassas. Singer € Araijo (1979) observaram a presenga de
fungos e de ectomicorrizas em plantas da Amazdnia, e Thomazini (1974)
verificou a presenga de ectomicorrizas em plantas nativas do Cerrado.
Resultados prelimiares obtidos na Mata Atlantica e na Floresta de Araucaria, em
Santa Catarina, sugerem auséncia dessa associagdo em plantas nativas das duas
formagoes vegetais (Andrade, Oliveira e Queiroz, 1998).

A raiz, quando associada com fungos micorrizicos, é caracterizada pela

presenca de trés componentes estruturais: o revestimento do manto fingico



envolvendo a raiz, a formagdo de um “labirinto” da hifa entre as células
corticais, chamado de rede de Hartig, e o crescimento externo da hifa, formando
conexdes essenciais com o solo e com os corpos de frutificagdo dos fungos,
formando as ectomicorrizas.

Estima-se que 3% das fanerégamas sejam ectomicorrizadas (Meyer,
1973); sua importancia global ¢ grandemente estudada devido a sua ocorréncia
na superficie terrestre e também devido ao seu potencial econémico em produzir
madeira.

Em contraste a situagdo que ocorre com as micorrizas arbusculares, um
grande numero de espécies de fungos tém sido registrados como fungos
ectomicorrizicos. Molina, Massicote e Trappe (1992) estimam que entre 5000 e
6000 espécies de fungos formam ectomicorrizas ou ectendomicorrizas. A mator
parte destes € do tipo epigeo (aproximadamente 4500) e os demais,
representéndo um quarto, sdo hipdgeos.

Varios estudos tém advertido quanto a existéncia de variabilidade
interespecifica entre os fungos ectomicorrizicos na estrutura, fungdo e também
na forma destes fungos. Expressiva variabilidade € encontrada para Pisolithus
tinctorius (Lamhamedi, et al. 1990; Lamhamedi e Fortin, 1991; Burgess, Dell e
Malajczuk, 1994; Burgess et al., 1995), Laccaria bicolor (Kropp, McAfee e
Fortin, 1987; Wong et al., 1989 e Wong, Piché e Fortin, 1990) e Hebelonma
cylindroporum (Debaud, Gay e Bruchet, 1986 e Marmeisse, Debaud e Casselton,
1992).

Em vista do grande sucesso do trabalho pioneiro de Marx et al. (1989) e
Marx, Maul e Cordell. (1992) na aplicagio de fungos ectomicorrizicos em
silvicultura, os estudos sobre ectomicorrizas no Brasil e em outros paises
tropicais tém dado grande énfase & espécie Pisolithus tinctorius, adotando-se o
nome dessa espécie norte-americana [P. tinctorius (Pers.) Coker e Couch = P.

arhizus (Pers.) Rauschert] para as espécies que ocorrem naqueles paises (Imaiia



e Prado Junior., 1973; Soares et al., 1989, 1990; Ba e Thoen, 1990; Bougher e
Malajczuk, 1990; Cahn e Griffiths, 1991; Aggangan et al., 1996; Jughans et al.,
1998). Entretanto, o Pisolithus americano parece ser especifico de coniferas,
enquanto, no Brasil, as frutificagbes e micorrizas de Pisolithus ocorrem
especificamente em plantagdes de Eucalyptus spp. Provavelmente, essas sejam
de origem australiana, introduzidas acidentalmente com material vegetal
importado daquele pais. Diante deste fato, certas espécies de Pisolithus tém sido
incorretamente denominadas de P. tinctorius (Anderson, Chambers e Cairney,
1998), correspondendo as espécies Pisolithus albus (Cooke e Massee) Priest,
nom. prov., Pisolithus marmoratus (Berkeley) Priest, now. Prov., Pisolithus
microcarpus (Cooke e Massee) Cunn. (Cunningham, 1942) que, na Australia,
encontram-se, também, associadas especificamente a Eucalyptus spp.
(Anderson, Chambers e Cairney, 1998; Bougher e Syme, 1998), ou Pisolithus
aurantioscabrous Watl., descrita em florestas tropicais na Malasia, P. Kisslingi
E. Fisch, na Sumatra, e P. pusillum Pat. (Watling et al., 1995), ou a espécies
ainda ndo descritas.

Pisolithus microcarpus tem sido a espécie encontrada nas plantagdes de
Eucalyptus spp., entre as identificadas at€é o momento, em Santa Catarina
(Giachini e Oliveira, 1996). Ha, assim, uma necessidade urgente de proceder a
correta identificagdo dessas espécies no Brasil para evitar interpretagSes
confusas sobre resultados de estudos aqui desenvolvidos

Os fungos ectomicorrizicos sdo, em sua maioria, basidiomicetos
superiores e possuem duas fases distintas no ciclo de vida. A primeira inicia-se
com a germinag¢do do esporo, formando o micélio primario monocariético ou
homocaridtico. A partir deste momento, inicia-se a segunda fase, caracterizada
pelos eventos morfogenéticos que originam o micélio dicariético, predominante

na natureza ¢ dotado da capacidade de formar ectomicorrizas em maior



propor¢do que o micélio monocaridtico e produzir corpos de frutificagdo
{Lamhamedi et al., 1990).

Na formagdo da fase dicaridtica, o fendomeno essencial é a fusdo de dois
micélios monocaridticos compativeis, seguida pelos eventos morfogenéticos
constituidos pela migragdo nuclear, formagdo de grampos de conexdo celular,
divisdo celular e fusdo dos grampos de conexdo (Casselton e Economou, 1985).

A fusdo entre micélios compativeis € regulada pela acdo de genes que
determinam a compatibilidade sexual que, dependendo da espécie, pode ser do
tipo bipolar — controlada por um Gnico genes com multiplos alelos — ou tetra
polar — controlada por dois genes, A e B, possuindo, cada um, multiplos alelos.

Tanto no sistema bipolar quanto no tetrapolar, a compatibilidade requer
que os alelos sejam diferentes; para o tetrapolar, tal requerimento deve
prevalecer nos dois genes.

Os estudos de compatibilidade sexual conduzidos em P. tinctorius,
Hebeloma cylindrosporum, Suillus bovinus, S. granulatus, S. luteus, Laccaria
bicolor, L. laccata e L. proxima mostrﬁram que nestes fungos ectomicorrizicos o
sistema de compatibilidade é do tipo tetrapolar (Fries € Muller, 1984; Gay e
Debaut, 1987; Kope e Fortin, 1990; Fries & Sun, 1992; Rosado, Krop e Piché,
1994; De la Bastide, Kropp e Piché., 1995b). O reconhecimento da
compatibilidade sexual nos fungos ectomicorrizicos permite a condugdo de
estudos de estrutura genética de populagdes, variabilidade fenotipica e
genotipica inter e intrapopulacional (De la Bastide, Kropp e Piché, 1995 a e b),
distribuigdo espacial e tempo de persisténcia de genotipos fungicos na
colonizagdo radicular (De la Bastide, Kropp e Piché, 1994).

No Brasil, Barros, Brandi e Reis (1978) relataram a presenga de
Pisolithus sp. e Scleroderma sp. em associagio com E. grandis, E. robusta, E.
microcorys .e em mais dez outras espécies de Eucalyptus. Em Sao Paulo,

Yokomizo e Kriigner (1985) observaram que o Pisolithus sp. foi o fungo



simbionte encontrado com maior frequéncia em florestas de E. grandis, E.
saligna e E. vininalis. Em Minas Gerais, Coetho (1993) constatou a ocorréncia
de Pisolithus sp., Scleroderma uruguanensis e S. boavista em povoamentos de
E. camaldulensis. No estado do Espirito Santo, Guimaries (1993) constatou em
planta¢des de E. grandis a ocorréncia de Pisolithus sp., Telephora terrestris,
Clavdria sp. e Scleroderma sp., sendo que Pisolithus foi o simbionte mais
freqiiente. Embora tenham sido observados todos estes géneros de fungos
formando ectomicorrizas em eucalipto, a maior parte dos estudos tem se voltado
para o género Pisolithus. Isto se deve & sua habilidade em colonizar um grande
variedade de hospedeiros (Marx, 1977; Barros, Brandi e Reis, 1978; Coelho,
1993; Burgess, Dell e Malajczuk, 1994; Cairney e Chambers, 1997).

Garbaye (1990), estudando a inoculagio controlada de diferentes
esséncias florestais e diferentes fungos ectomicorrizicos, encontraram aumentos
expressivos de altura que variam de 10% a mais de 400%, sendo mais fregiientes
0s casos nos quais os ganhos foram da ordem de 20%. Dos 25 casos analisados,
em apenas quatro ndo foram obtidos ganhos significativos no crescimento de
plantas inoculadas em relagdo as testemunhas. Segundo o autor, se os dados
fossem extrapolados para o volume da parte aérea, seriam encontrados
aumentos de 40% nesse pardmetro. Além disso, considerando-se que a
estimulag@o foi obtida em estadio juvenil, aumentos dessa magnitude sdo de
importdncia econdmica consideravel. A predominancia dos efeitos positivos e
sua ordem de magnitude confirmam o enorme potencial do controle da
micorrizagio para os sistemas de produgio de mudas no setor florestal.

A alta diversidade morfolégica e fisiologica existente entre os fungos
ectomicorrizicos explica as diferengas em efetividade ou eficiéncia micorrizica
observadas em programas de inoculagdo (Harley e Smith, 1983). Diferentes
espécies fungicas ou isolados de uma mesma espécie se comportam de forma

diferente quando em associacio com vérias espécies hospedeiras, podendo

.

10



apresentar um efeito benéfico varidvel ou até mesmo deletério sobre o
crescimento e desenvolvimento da planta. Portanto, considerando a grande
diversidade fisioldgica e morfologica existente entre os fungos ectomicorrizicos,
€ possivel esperar variagdes no comportamento desses fungos durante o
desenvolvimento e estabelecimento da simbiose e na efetividade dessa simbiose
em programas de inoculagdo. Esta variabilidade pode ser conhecida pela

utilizagdo de marcadores morfologicos e / ou genéticos.

2.2.1 Caracterizac¢io morfologica dos fungos ectomicorrizicos

Os fungos basidiomicetos sdo representados por varias espécies, estas
adaptadas a diferentes nichos ecoldgicos, saproéfitas, patogenos e simbiontes.

As populagdes biologicas dos basidiomicetos sdo estabelecidas em um
dado ecossistema, a partir de diferentes mecanismos, e estes diretamente
influenciam e mantém a integridade genética do micélio. Estas populag¢des sdo
inicialmente estabelecidas pela dispersdo dos basidiosporos ou pelo indculo
vegetativo. Crescimento micelial, recursos disponiveis e interagdes individuais
ajudam a compreender e caracterizar o comportamento destas populagdes de
fungos (Carlile, 1987; Rayner, 1991).

Os basidiomicetos ectomicorrizicos sdo importantes elementos na
comunidade de uma floresta (Fogel, 1981; Villeneuve, Grandtner e Fortin, 1989;
Vogt, Publicover e Vogt, 1991) e sua principal caracteristica € a simbiose
fungo/raiz, o que incentiva novos estudos de ecologia e genética de varias
populagdes. Portanto, informagdes preliminares como estrutura da populagio,
variabilidade genética e estratégias de adaptagdo e reprodugdo devem ser
estudadas, pois possibilitam compreender ainda mais a especificidade do

simbionte.
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Os fungos ectomicorrizicos formam uma associagio mutualistica
simbidtica com raizes de uma ampla taxa de espécies de plantas lenhosas
(Kendrich e Berch, 1985; Molina, Massicote e Trappe., 1992). Estes fungos tém
demonstrado possuir uma alta variabilidade intraespecifica para diversas
caracteristicas, dentre elas: caracteristicas morfoldgicas (Debaud et al., 1988;
Wong e Fortin, 1990; Wong et al., 1989), fisiologicas (Gay et al., 1993; Ho,
1989; Kropp, 1990; Samson e Fortin, 1986), genéticas (Gardes et al., 1990;
Gardes et al., 1991a; Gardes et al., 1991b; Henrion, Le Tacon e Martin, 1992,
1992; Jacobson, Miller e Tunner, 1993; Martin et al., 1991; Sen, 1990; Zhu et
al., 1988), influéncia em colonizar a planta hospedeira e desenvolvimento
micorrizico (Kropp, 1990; Kropp e Fortin, 1988; Lamhamedi et al., 1990; Le
Tacon et al., 1992; Marx, 1991). Tal informagdo, tem sido documentada para
diferentes géneros de fungos ectomicorrizicos Laccaria, Suillus, Hebeloma e
Pisolithus.

A variabilidade encontrada entre progénies monocaridticas de um Gnico
basidiosporo e seu dicaridtico sintetizado, tem sido descrita para algumas
espécies (Gay, 1993; Kropp, 1990; Kropp e Langlois, 1990; Rosado, Kropp e
Piché, 1994), sugerindo seu potencial de adaptabilidade para ambientes
heterogéneos.

Estudos de melhoramento genético de fungos ectomicorrizicos tém
explorado esta variabilidade como meta para a produgdo de isolados superiores,
principalmente para sitios de reflorestamento (Kropp e Langlois, 1990; Marx,
1991; Perry, Molina e Amaranthus, 1987).

Nada se sabe sobre os genes especificos que regulam a simbiose
micorrizica, todavia é possivel usar a diversidade existente entre os diferentes
hospedeiros e genétipos fiingicos para obter pistas relevantes sobre a regulagao

genética da simbiose (Kropp e Anderson, 1994).



Diferentes caracteristicas morfolégicas vém sendo utilizadas nos estudos
de variabilidade dos fungos ectomicorrizicos. Consideravel variagdo
morfologica e fisioldgica tem sido observada entre isolados de Pisolithus
tinctorius, taxa de crescimento (Ho, 1987; Burgess et al., 1995; Tibbet, Sanders
e Cairney, 1998), cor da colonia (Molina, 1979; Burgess et al., 1995), atividade
enzimatica e produgéo de fitohormdnio (Ho, 1987), nutri¢do de carbono (Cao e
Crawford, 1993) e temperatura Gtima para crescimento em condigdo axénica
(Cline, France e Reid, 1987). Esta variabilidade morfolégica e fisiologica sugere
que Pisolithus spp. é mais diverso taxonomicamente do que o reconhecido
atualmente.

Marcadores morfolégicos, apesar de serem uteis em estudos de
laboratério, sdo raros e pouco observados em populagdes naturais de fungos,
envolvendo um numero limitado de alelos, possuindo efeitos fenotipicos
freqiientes.

Burgess et al. (1995), estudando 100 isolados de Pisolithus,
encontraram variagdo com relagdo as caracteristicas das colonias, morfologia
dos basidiosporos e forma do basidiocarpo. Com base nas suas caracteristicas
fenotipicas, sete grupos foram encontrados, com similaridade de 50%. VariagGes
marcantes foram detectadas quanto ao didmetro, presenga de espinhos e forma
dos basidiosporos. Os basidiocarpos variaram quanto & forma e tamanho. Os
autores observaram que estas variagdes estdo diretamente relacionadas com a

espécie hospedeira e a origem geografica dos mesmos.
2.2.1 Caracterizagio protéica de fungos micorrizicos
Além das modificagdes ultra-estruturais, bioquimicas e fisiologicas que

se verificam durante a formagio de micorrizas, existem modificagGes na

expressdo génica dos dois parceiros. A ocorréncia de um fendtipo protéico
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proprio dos tecidos simbidticos foi pesquisada nos componentes em
polipeptideos de raizes ndo micorrizadas, micorrizadas e¢ de micélio de
Pisolithus tinctorius, por eletroforese, possibilitando detectar a existéncia de
polipeptideos pré-existente em células radiculares ou fingicas (Hilbert e Martin
1988; Hilbert, Costa € Martin, 1991; Carvalho, 1994).

A expressdo do genoma microbiano resulta na sintese de cerca de 2.000
proteinas moleculares que constituem a célula microbiana. Estas moléculas
formam um fonte de informagdo para a caracterizagio de microrganismos.
Muitas técnicas tém sido desenvolvidas para a separagio e caracterizagio destas
proteinas, e uma delas € a eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) (De
Bruijn et al., 1998).

Varios estudos mostram o potencial da eletroforese de proteina e
isoenzimas na caracterizagdo de diferentes isolados fungos ectomicorrizicos,
Pisolithus (Burgess et al., 1995), Suillus (Zhu et al., 1988; Sen, 1990; Keller,
1992.  Karkouri, Cleyet-Marel e Mousain, 1996). Outros estudos, também
utilizando a eletroforese, foram realizados em fungos patogénicos, insetos e
acaros (Joslyn e Boucias, 1981; Boucias, McGoy e Joslyn, 1982; Maghrabi e
Kish, 1987a e 1987b; Riba et al., 1986; Propawski et al, 1988; Cochrane et al.,
1989). e bactéria fixadoras (Moreira et al, 1993; Dupuy et al., 1994; Pereira,
2000).

A eletroforese € uma técnica relativamente simples, rapida e de alto
valor informativo, que consiste na separagio de macromoléculas ionizadas de
acordo com suas cargas elétricas, formas e pesos moleculares, através da
migragdo em um meio suporte e tampdes adequados sob a influéncia de um
campo elétrico. Moléculas com carga negativa migram para polo positivo e
moléculas com carga positiva migram para polo negativo (Weistermeier et al.,
1993: Alfenas. 1998).



Diferentes meios suportes foram utilizados visando a caracterizagdo de
proteinas, através da mobilidade eletroforética; dentre os meios, destaca-se a
eletroforese em gel de Poliacrilamida — PAGE, introduzida em 1950 (Anti,
1991) pela sua praticidade e por propiciar alta resolugio.

Segundo Carraro (1990), a técnica SDS-PAGE, na qual o dodecil sulfato
de sédio (SDS), um detergente anidnico, se liga as regides hidrofobicas de
proteinas para separar a maioria em suas unidades componentes, faz com que as
proteinas percam seu efeito de carga especifica, separando-se devido as suas
diferencas de pesos moleculares. A SDS-PAGE estd entre as técnicas que
permitem a melhor resolugdo de bandas, tornando possivel a avaliagdo em nivel
qualitativo (auséncia/presenga) e quantitativo (diferenca de concentragdo dos
polipeptideos existentes em uma amostra).

Apds a separagdo fisica no gel, as proteinas sdo detectadas através de
procedimentos de coloragdo apropriados, formando padrdes de bandas. Proteinas
com massas diferindo em cerca de 2% (diferenca de cerca de 10 aminoacidos)
podem geralmente ser distinguidas (Westermeier et al., 1993).

Segundo Alfenas et al. (1991), a resolugio em géis de poliacrilamida foi
melhorada com a introdugdo, na década de sessenta, do sistema descontinuo, em
que dois sistemas de géis, gel separador e gel concentrador, € de solugio tamp@o
dos géis (Tris-HCI) diferente daqueles dos eletrodos (Tris-glicina) sdo utilizados.
Enquanto no gel concentrador as moléculas de proteina concentram-se numa
banda estreita € compacta, no gel separador elas se separam de acordo com 0s
respectivos tamanhos moleculares (peneiramento molecular).

Comparando-se com outras técnicas, a eletroforese em gel de
poliacrilamida requer somente pequena quantidade de amostra, permite a analise
simultanea de diversas amostras e confere rapida separagdo com alta resolugdo
(Boultier, Thurman e Derbyshere, 1976). Eletroforese tem tido grande aplica¢do

no estudo de proteinas com respeito a regulagdo genética e bioquimica,



propriedades fisico-quimicas, ontogenia, especificidade e papel fisiologico,
caracterizac¢ao e diversidade, entre outras.

Uma grande vantagem desta técnica é a reprodutividade de resultados, o
que € conseguido desde que nao haja mudangas na metodologia eletroforética, os
extratos sejam preparados de um modo comum, a partir de 6rgdos comparaveis
em um mesmo estddio de desenvolvimento, e que sejam submetidos a

eletroforese de uma maneira idéntica (Vernetti, 1983).

2.2.2  Caracterizagdo isoenzimatica de fungos ectomicorrizicos

Enzimas que sdo codificadas por alelos diferentes ou locos génicos
distintos freqiientemente possuem mobilidades eletroforéticas diferentes. Tais
diferencas sio atribuidas a variagdes na composicio de aminoacidos da
molécula, o que, por sua vez, depende da seqiiéncia de nucleotideos do DNA.

A anilise de eletroforética de isoenzimas tem sido usada de forma
intensa no estudos de genética de plantas (Tanksley e Orton, 1983), tem sido de
grande valor na taxonomia e na genética de populagdes de fungos (Micales,
Bonde e Peterson, 1986) e também tem sido usada em estudos de fungos
micorrizicos.

A andlise de isoenzimas é uma técnica de alto valor informativo,
aplicada em varios ramos da fitopatologia e micologia (Alfenas, 1998).

Incompatibilidade somatica, anilise de isoenzimas e outros marcadores
moleculares, tém sido usados para estudar a variagio genética e analisar a
estrutura de populagdes naturais de saprofitas (Thompson e Rayner, 1982;
Holmer e Stelind, 1991), patogenos (Stelind, 1985) e fungos simbiéticos (Sen,
1990; Gardes et al.,1990; Keller, 1992; Jacobson, Miller e Turner, 1993;

Karkouri, Cleyet-Marel e Mousain, 1996; Timonem e Sen, 1998). A anilise de



isoenzimas tem sido empregada para resolver controvérsias taxondmicas,
identificar taxa desconhecidos, reconhecer e patentear linhagens fungicas,
estimar a variabilidade genética em populagdes, determinar a segregacdo alélica
em progénies, tragar a origem de patdgenos e caracterizar e identificar a
condig@o nuclear e o nivel de ploidia do organismo durante o ciclo vital (Burdon
et al., 1988).

Isoenzimas podem ser usadas como marcadores para estimar a
variabilidade em populag¢des e espécies de fungos. Sdo marcadores mais neutros
que a viruléncia, desde que ndo sofram pressdes seletivas fortes destes
hospedeiros. Como marcadores genéticos, as isoenzimas sdo Uteis para estudar a
estrutura de populagdes, acompanhar o progresso de epidemias, tragar a origem
de novos variantes patogénicos, analisar cruzamentos (Newton, 1987), e
estabelecer relagdes entre o ciclo de vida e a condigdo nuclear do organismo
(Silveira, 1996).

O nivel de polimorfismo detectado por analise de isoenzimas varia
amplamente entre espécies e populagdes fungicas. Um fator fundamental a ser
considerado na estimagdo de variabilidade genética é o niimero de individuos e
de locos examinados. As melhores estimativas de polimorfismo sdo obtidas
quando grande nimero de isolados e de enzimas € utilizado. Os resultados
podem variar muito entre experimentos, se tamanho de amostras e de enzimas
sd@o empregados (Otrosina e Cobb Junior, 1987; Zambino e Harrington, 1989).

O padrio de isoenzimas tem sido usado como marcadores genéticos para
avaliar cruzamentos e identificar hibridos oriundos do campo e de laboratdrio.
Burdon, Marshall e Luig. (1981) empregaram a analise de isoenzimas para
determinar que uma raga de P graminis f. sp. Tritici, comum na Australia, era
hibrido somatico originario de outras ragas. A analise de isoenzimas tem sido
usada para estudar progénies de cruzamentos controlados em laboratério (May e
Royse, 1982; Shattok, Tooley e Fry, 1986; Royse & May, 1987; Royse et al,




3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material biologico de Pisolithus spp. utilizados no estudo

Este estudo foi realizado no Laboratério de Melhoramento Florestal do
Departamento de Ciéncias Florestais, na Universidade Federal de Lavras (MG).
Foram utilizadas culturas de diferentes isolados do fungo ectomicorrizico
Pisolithus spp., sendo estas origindrias de cruzamento com varias combinagdes
de isolados monocariéticos [procedentes de Lavras - MG (MA1, MB2 e MB3),
obtidos de acordo com Carvalho et al. (1997)], com isolados dicariticos de
diferentes procedéncias (USA — 270 ; BRASIL - MA1 x MB3, MB2 x MB3, 11,
441 e Canada - H6), conforme tabela 3. Os cruzamentos com combinagdes
diferentes foram realizados em placa de Petri contendo meio MMN modificado
(Del la Bastide et al., 1995 a e b), com o intuito de detectar algumas interagdes

vegetativas entre micélios de Pisolithus spp. (Figura 1).

3.2 Determinagdo do crescimento micelial

Dois discos de aproximadamente 9 mm de didmetro, contendo micélio
fingico de cada isolado de Pisolithus spp, foram retirados das bordas de
colonias ja formadas. Estes foram transferidos assepticamente para placas de
Petri contendo meio MMN solidificado (Tabela 4) e em seguida incubados em

cdmara de crescimento a 25°C, na auséncia de luminosidade, durante 28 dias.
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diferentes, mostraram uma maior diferengca de mobilidade para fosfatase acida
entre os isolados do que entre as espécies de plantas hospedeiras. Uma analise
similar de Laccaria laccata possibilitou a divisdo de isolados em trés grupos de
hospedeiros estudados (Ho, 1987).

Métodos bioquimicos e moleculares, analise eletroforética de isoenzimas
e técnicas baseadas em DNA tém sido aplicadas para estudar espécies de Tuber
com o intuito de fazer identificagdo e também superar problemas ocasionados
pela identificagdo baseada apenas em caracteristicas morfologicas. A andlise
eletroforética de isoenzimas oriundas de frutificagio de Tuber demostra ser
segura na caracterizagdo de algumas taxas, isto pode ser também considerado
para outras espécies de fungos ectomicorrizicos (Pacioni ¢ Pomponi, 1989,
1991; Bullini et al., 1994).

2.3 Caracterizagio genética de fungos micorrizicos

Os estudos de ecologia sob condigdes naturais sdo mais dificeis, embora
varios estudos in vitro tenham sido realizados com relagéo a fisiologia de fungos
ectomicorrizicos (Smith, 1982; Hung e Trappe, 1983; Hilger, Thomas e Krause,
1986: Taber e Taber, 1987; Cline, France e Reid, 1987; Hutchison, 1990). A
maioria das informagdes relacionadas com a comunidade fingica baseia-se nos
registros de desenvolvimento dos esporocarpos (Marmeisse, Debaud e
Casselton. 1992). A identifica¢@o do fungo ectomicorrizico néo ¢ feita somente
com base na morfologia da micorriza ou das hifas extra-matriciais (Harley e
Smith, 1983). A identificagdo correta da espécie torna-se mais complexa em
situac@o de laboratdrio, pois esses fungos ndo produzem corpos de frutificacdo
em condigao in vitro (Martin, Tommerrup e Tagu, 1994).

A identidade do fungo no estadio de micélio vegetativo permite a andlise

da estabilidade genética e da dispers@o dos gendtipos individuais no ambiente.
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Também fornece informagGes sobre as modificagdes espaciais e temporais na
comunidade simbidtica. Essas informagdes sdo particularmente importantes nas
florestas em que, a partir dos dados observados, pode ser feito o melhor uso da
espécie ou isolado que favorega o crescimento e a sobrevivéncia de arvores em
solos pobres (Marmeisse, Debaud e Casselton, 1992).

As variagbes nas caracteristicas dos isolados de uma espécie de fungo
micorrizico podem ser tdo pronunciadas como as observadas entre duas espécies
distintas (Trappe, 1977).

A diversidade ecolégica e fisiologica apresentada pelos fungos
ectomicorrizicos pode ser explicada em termos genéticos (Esser ¢ Meinhardt,
1986). O estudo genético de qualquer microrganismo requer a presenca na célula
de caracteres ou marcadores definidos, facilmente detectaveis (Michelmore e
Hulbert, 1987). A existéncia de diversidade e variabilidade genética em fungo
ectomicorrizicos propicia a base para melhorar e selecionar isolados com
caracteristicas desejadas (Tommerup, 1992). Marcadores moleculares tém sido
utilizados como ferramentas de auxilio na caracterizagdo e nos estudos de
fisiologia e de ecologia de fungos (Michelmore e Hulbert, 1987; Dela Bastide,
Kropp e Piché, 1994, 1995 a e b; Battista et al., 1996; Junghans et al., 1998;
Anderson, Chambers e Cairney, 1998; Martin, Hogberg e Nylund, 1998; Gomes
et al,, 1999). Entre os varios marcadores utilizados, o que se baseia na técnica
de PCR (Saik et al., 1985 e 1988) utiliza oligonucleotideos com seqiiéncia de
nucleotideos unica ou arbitraria de pequeno tamanho, nove ou dez nucleotideos
(Willians et al., 1990). Essas caracteristicas fazem com que ocorra o pareamento
desses oligonucleotideos em diferentes regides do genoma, gerando fragmentos
de DNA amplificados de diferentes tamanhos.

Segundo Junghans et al. (1998), os marcadores RAPD podem ser
utilizados na identificagdo da diversidade genética em populagdes nativas de

fungos ectomicorrizicos e naqueles mantidos em colegdes sobre condigdes in
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vitro, permitindo sele¢do de gendtipos que favoregam a manuten¢do de ampla
base genética, quando da utilizagdo de programas de micorrizagdo controlada.
Outra possibilidade de utilizagdo estd na obtencdo de marcadores RAPD
relacionados com caracteristicas fisiologicas de interesse, como a identificagdo
de genes que codificam para enzimas envolvidas na assimila¢do de fosforo ou

com genes que codificam proteinas envolvidas no processo de estabelecimento.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material biolégico de Pisolithus spp. utilizados no estudo

Este estudo foi realizado no Laboratério de Melhoramento Florestal do
Departamento de Ciéncias Florestais, na Universidade Federal de Lavras (MG).
Foram utilizadas culturas de diferentes isolados do fungo ectomicorrizico
Pisolithus spp., sendo estas origindrias de cruzamento com varias combinagdes
de isolados monocaridticos [procedentes de Lavras — MG (MA1, MB2 e MB3),
obtidos de acordo com Carvalho et al. (1997)], com isolados dicaridticos de
diferentes procedéncias (USA — 270 ; BRASIL - MA1 x MB3, MB2 x MB3, 11,
441 e Canada - H6), conforme tabela 3. Os cruzamentos com combinagdes
diferentes foram realizados em placa de Petri contendo meio MMN modificado
(Del la Bastide et al., 1995 a e b), com o intuito de detectar algumas interagdes

vegetativas entre micélios de Pisolithus spp. (Figura 1).

3.2 Determinagio do crescimento micelial

Dois discos de aproximadamente 9 mm de didmetro, contendo micélio
fangico de cada isolado de Pisolithus spp, foram retirados das bordas de
coldnias ja formadas. Estes foram transferidos assepticamente para placas de
Petri contendo meio MMN solidificado (Tabela 4) e em seguida incubados em

cadmara de crescimento a 25°C, na auséncia de luminosidade, durante 28 dias.
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TABELA 3 - Isolados de Pisolithus spp., origem e compatibilidade sexual de
cruzamentos em cultura pura em meio MMN (Marx, 1969),
utilizados neste estudo.

Isolados Origem Hospedeiro Mating types (ploidia)

Pl MAI Brasil Eucalyptus A3B3(n)

P2 MB2 Brasi} Eucalvptus A2B2(n)

P3 MB3 Brasil Eucalyptus AlBI(n)

P4 270 USA Pinus ?(n+n)

P5 Hé6 Canadi Eucalyptus ?{(n+n)

P6 MAI x 270(S3+) - Eucalyptus e Pinus A3B3+7?7(n+n)

P7  MAI x (MB2xMB3)(S4+) Brasil Eucalyptus A3B3 + (A2B2+A1BI)
P8  MA1 X (MAIXMB3)S3+) Brasil Eucalyptus A3B3 + (A3B3+AI1BI)

P9 MB2 x (MB2xMB3)(S4-) Brasil Eucalyptus A2B2 + (A2B2+A1B1)
P10 MB2 x H6(S4+) - Eucalyptus A2B2+7?(n+n)
P11 MB3 x H6(S4-) - Eucalyptus AIBl +?(n+n)
P12 MB2 x 270(S4+) - Eucalyptus e Pinus A2B2+7(n+n)
P13 MB3 x 270(S4+) - Eucalyptus ¢ Pinus AlBl1 +?(n+n)
P14 MAI1 x 270(Z1) - Eucalyptus ¢ Pinus A3B3+?(n+n)
P15 MB2 x (MB2xMB3)(Z1) Brasil Eucalyptus A2B2 + (A2B2+AI1BI)
P16 MB2 x He(Z1) - Eucalyptus A2B2+7(n+n)
P17 MB3 x H6(ZI) - Eucalyptus AIBlI +?2(n+n)
Pi18 MB2 x 270(Z1) - Eucalyptus e Pinus A2B2 +?(n+n)
Pi9 MB3 x 270(Z]) - Eucalyptus ¢ Pinus AlIBlI +7(n+n)
P20 MB2 x MB3 (ZI) Brasil Eucalyptus A2B2 + A1BI

P21 MAT x MB3 (Z]) Brasil Eucalvptus A3B3 + AIBI
P22 MAI x MB2 (Z1) Brasil Eucalyptus A3B3 + A2B2
P23 MAI x H6(Z]) - Eucalyptus A3B3+?(n+n)
P24 MAT x 441(Z]) - Eucalyptus A3B3+?(n+n)
P25 MAIL x 11(Z]) Brasil Eucalyptus A3B3+?(n+n)
P26 MB2 x 441(7]) - Eucalyptus A2B2 +?(n+n)
... continua ...”
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“TABELA 1. Cont. “

P27 MB2 x [1(Z]) Brasil Eucalyptus A2B2 +?(n+n)
P28 MB3 x 441(Z1) - Fucalvpius AIBI +?(n+n)
P29 MB3 x 11(Z]) Brasil Eucalvptus AIBl1 +?(n+n)
P30 H6 x 441(ZI) - Eucalyptus ?(n+n)+?2(n+n)
P31 H6 x11(Z]) - Eucalvptus ?(n+n)+?(n+n)
P32 441 x 11(Z]) - Eucalyptus 7(n+n)+?(n+n)
P33 270 x H6(ZI) - Eucalyptus ¢ Pinus ?(n+n)+?(n+n)
P34 270 x 441(Z1) - Eucalyptus ¢ Pinus 2(n+n)+?(n+n)
P35 270 x 11 (Z]) - Eucalyptus ¢ Pinus ?(n+n)+?(n+n)
P36 1 Brasil Eucalyptus ?(n+n)

P37 441 Brasil Eucalvptus ?(n+n)

(n) — isolado monocariético; (n + n) — isolado dicariotico e ? mating type
desconhecido

Durante 4 semanas foram feitas medigdes de didmetro para avaliar o
crescimento micelial de cada isolado. A cada 7 dias foi realizada uma medig3o,
utilizando 4 repetigSes para cada isolado. Os dados obtidos foram submetidos a
analise estatistica pelo programa GENES (Cruz, 1997) . Inicialmente realizaram
as analises de varidncia para o crescimento, utilizando o delineamento
inteiramente casualizado. Em decorréncia de significancia entre os isolados,
procedeu-se o estudo de comparagdo de médias pelo teste de Tukey a 5% de
significancia.

Nas quatro avaliagdes (7, 14, 21 e 28 dias de cultivo) foram estimados
0s pardmetros genéticos, variagdo fenotipica, variagio ambiental, variagdo

genotipica e herdabilidade.
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Zona de interface
entre isolados

Amostras retiradas nas semanas 1 (S1), 2 (S2), 3 (S3) e4 (S4)

B 7onade interface __ Inéculo inicial
Mn- hifa monocaridtica (n) Dn - hifas dicariéticas (n+ n)
FIGURA | - Representagdo esquematica de cruzamentos em cultura pura em

meio  MMN. Areas proximas do desenvolvimento de hifas
dicaridticas e pontos amostrais sio indicadas.
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TABELA 4 - Composigdo do meio de cultura Melin-Norkrans (Marx, 1969)

modificado.

Componentes Quantidade/Litro
Solugdo estoque A [20X] 25 ml
CaCl,.2H,0 132g
NaCl 05g
KH,PO, 10g
Solugdo estoque B [20X] 25 ml
(NH,);HPO, 5g
Solugéo estoque C [20X] 25 ml
MgS0,.7H,0 3g
Extrato de Malte g
Glicose 10g
Agar 10g
Citrato Férrico (1% para | litro) 3ml
Tiamina (filtrada separadamente) 0.2 ml

* pH ajustado a 5.5 antes de autoclavado (20 minutos a 120 °C).

3.3 Caracteristicas morfologicas

Para a caracterizagdo morfolégica dos isolados foram avaliadas 11
caracteristicas listadas na Tabela 5, e para cada caracteristica utilizaram-se 10
respetigdes.

As avaliagdes possibilitaram construir uma tabela descritiva de todas as
caracteristicas morfolégicas para os isolados estudados, e a partir desta foi feito
o estudo de similaridade entre os isolados, usando o agrupamento pelo método
UPGMA (unweigheted pair-group method, arithmetic average, Rohlf, 1992),
utilizando programa STATISTICA 5.0 (Slice, Kim e Walker, 1994).
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TABELA 5 - Caracteristicas utilizadas na analise morfologica de Pisolithus spp.
conforme Burgess et al. (1995).

Caracteristicas avaliadas Taxas comparativas
Textura Ausente; aveludada; flutuante; floculenta; aspera
Formagéo de corddo Ausente ou presente
Cor do agar Colorido ou ndo colorido
Formagéo de halo Ausente ou presente
Forma da colénia inferior Submersa, aérea ou grudada
Forma da colonia superior Submersa, aérea ou grudada
Margem da coldnia Regular ou irregular
Cor da coldnia Creme, amarelo, amarelo escuro, ocre ou marrom
Peso (mg/dia) Baixo (< 3), médio (3 - 6) e alto (> 6)
Crescimento (mm/dia) Baixo (< 1.5) e alto (> 1.5)
Densidade (mg/mm) Baixo (< 3.0), médio (3 — 6) e alto (> 6.0)

3.4 Isolamento e caracterizagio fenotipica dos isolados

Aos 28 dias de cultivo em meio MMN (Marx, 1969), o micélio de cada
isolado foi coletado e pesado. A extragdo de proteina foi feita com 0,1 g de
micélio, com a ajuda nitrogénio liquido e hastes plasticas diretamente em
eppendorf®. Apos a obten¢do do macerado, foram adicionados 500 pL de
tampao de extragdo (Tabela 6). As amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm
por 20 minutos a 4°C. Destas amostras, 200 pL. foram precipitados em 800 pL
de acetona 80% (v/v). Em seguida, foram centrifugadas a 12.000 rpm por 20
minutos a 4°C e lavadas com acetona 80% (v/v). Finalmente, as amostras foram
centrifugadas, o sobrenadante descartado e o “pellet” colocado para secar em
dessecador por 12 horas.

Depois de seco, o pellet foi ressuspenso com 100 pL de tamp@o
Laemmli (Tabela 7). A desnaturagio foi feita a 60°C por uma hora e, a seguir, as

amostras foram armazenadas a - 20°C, até o momento da quantificagao.

!
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TABELA 6 - Tampdo de extragdo de proteinas de fungos (Burgess et al., 1995).

Componentes Quantidade

Tris HCI pH7.5 50 Mm

PMSF 1 Mm

B - Mercaptoetanol 3mM

Acido Ascorbico 1 mM

EDTA 1 mM

Triton x 100 0.1%

PVP-solivel (MW 22500) 10%

TABELA 7 - Tampao de solubilizagdo de proteinas (Laemmli, 1970).

Componentes Quantidade

Tris HCI 0.5M pH 6.8 1.0 mL
Glicerol 0.8 mL
SDS - 10% 4.0mL
B - Mercaptoetanol 0.4 mL
Azul de bromofenol 0.2mL
Agua destilada 2.8 mL
Total 8§ mL

3.5 Quantificagio de proteina de isolados de Pisolithus spp.

A dosagem foi realizada utilizando duas repetigées de cada isolado. O
método utilizado para dosagem foi o de Bradford (1976), que foi adaptado de
modo a dosar diretamente as proteinas do tamp@o de solubilizaggo utilizado pela
eletroforese. Este método apresenta a vantagem de ser sensivel a fracas
quantidades de proteinas.

Na dosagem, utilizaram-se 2 pL da amostra, 1598 ul de éagua
bidestilada e 400 pL do reativo de Bradford (kit da Bio Rad).
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A curva padrio foi realizada com os seguintes pontos:
Pontos 0 0.5 1 2 4 6 8 10

BSA (1:10) - (uL) - 80 160 320 640 960 1280 1600
H2O bidestilada (uL) 1600 1480 1440 1280 960 640 320 -
Bio Rad (Corante) (uL) 400 400 400 400 400 400 400 400

Total (uL) 2000 2000 2000 2000 2000 20600 2000 2000

Os dados obtidos foram submetidos a analise estatistica pelo programa
GENES (Cruz, 1997). Realizaram-se as analises de variancia para as dosagens
encontradas, utilizando o delineamento inteiramente casualizado. Em
decorréncia de significancia entre os isolados, procedeu-se o estudo de

comparac¢io de médias pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

3.6 Eletroforese de proteinas

Os géis foram confeccionados em cubas de eletroforese (Pharmacia-
Hoeefer SE-600). O gel de separagao foi a 12,5%, contendo 12,5 mL de solugédo
estoque de acrilamida (30%); 7,5 mL de Tris-HCI 1,5 M pH 8.3; 0,3 mL de SDS
10%; 9,6 mL de H,O destilada; 150 pL de persulfato de amoénio (10% p/v) e
10 uL de TEMED. O gel de concentragdo foi a 5%, contendo 0,67 mL de
solugdo estoque de acrilamida (30%); 1,25 mL de Tris-HC1 0,5 M pH 6,8; 50 uL
de SDS 10%; 3 mL de H,O destilada; 25 pL de persulfato de amdnio (10% p/v)
e 2,5 uL de TEMED. O sistema tampéo gel/eletrodo utilizado foi Tris glicina e
SDS. A quantidade aplicada de cada amostra variou de acordo com o calculo de
regressdo da curva de BSA padrao, que possibilitou calcular a concentragdo de
proteina presente em cada amostra. Utilizaram-se 4 repeti¢des para cada
amostra. A corrida foi desenvolvida a 10 mA para cada gel, num periodo de 5

horas e trinta minutos.
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Apos a migragdo, os géis foram corados em solugdo de Nitrato de Prata

(Tabela 8).

TABELA 8 - Coloragio dos géis de proteina em solugdo de Nitrato de Prata,

segundo Blum, Beier e Gross (1987).

Fixacao Etanol 50% (v/v) | Hora
Acido acético 12% (v/v)
Formaldeido 37% (p/v) - 0.5mL/L.
Lavagens Etanol 50% (v/iv) 3 de 20 minutos
Pré-tratamento Tiosulfato de Sodio 0.2 g/l I minuto
Lavagens H,O ultra pura 3 de 20 Segundos
Incubagao Nitrato de Prata 0.2g/L 20 minutos
Lavagens H,O ultra pura 2 de 20 Segundos
Revclagdo Carbonato de sédio 60 g/L até o aparecimento das
Formaldeido 37% (p/v) - 0.5 mL/L bandas
Tiosulfato de sédio 4 mg/L
Lavagens H,O ultra pura 2 de 20 Segundos
Lavagens Etanol 50% 10 minutos
Acido acético 12%
Fixagao Etanol 50%

Na avaliagdo dos géis, cada banda foi considerada como um nico

carater, e isto possibilitou a construgdo de uma matriz de zero a um. Para estimar

a similaridade entre os isolados, utilizou-se o programa NTSYS 1.8 (Slice, Kim

e Walker, 1994).

As estimativas de similaridade genética foram designadas por (sgij)

entre cada par de populagdo, e o coeficiente de similaridade de Jaccard, através

da expressdo sgij = a/a + b + c. As variaveis da expressdo foram obtidas

conforme demostrado no seguinte esquema:
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Populagio i
1 0
Populagio j 1 A b
(1.1) (0.1)
0 C d
(1.0) (0.0)

As similaridades foram transformadas para medidas de distancias
genéticas pela seguinte expressdo: dgij = | — sgij. A partir da similaridade obtida
por Jaccard, construiu-se a matriz de dissimilaridade, subtraindo-se a distincia
genética de 1.

A representagdo simplificada das distancias genéticas foi feita por
dendrogramas obtidos pelo método hierarquico aglomerativo da média
aritmética entre pares ndo ponderados (Rohlf, 1992); para estes dados foi
utilizado o programa STATISTICA 5.0 (Slice, Kim e Walker, 1994). Estas
distancias genéticas possibilitaram agrupar os isolados de Pisolithus spp. com

padrdes protéicos semelhantes.

3.7 Caracterizacio isoenzimatica

Aos 28 dias de cultivo em meio MMN (Marx, 1969), o micélio de cada
isolado foi coletado, pesado e armazenado em nitrogénio liquido por alguns
minutos. Para cada 100 mg de micélio fresco, adicionaram-se 200 pL de
solugdo extratora (Tabela 9). Durante a macera¢do, pequenas quantidades de
polivinilpolipirrolidona (PVPP) foram adicionadas para remover compostos
fendlicos e aumentar a estabilidade das enzimas. O macerado foi obtido através
da maceragio manual em almofariz de porcelana previamente resfriado e
mantido sobre placa de gelo. Apds a maceragdo, centrifugaram-se as amostras a
13.000 rpm por 15 minutos a 4°C. Em seguida, procedeu-se a migragdo das

enzimas.
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TABELA 9 — Solugdo de extragdo de enzimas para micélio fingico, segundo
Alfenas et al. (1998).

Componentes Quantidade
Tris -~ HCI pH 8.0 ( 0.2M) 242¢
PVP -40 256 g
EDTA (ImM) 0.038 ¢
Polietilenoglicol (0.4%) 04¢g
Agua deionizada 100 mL
Total 100 mL

3.8 Eletroforese de isoenzimas

Os géis foram confeccionados em cubas de eletroforese (Pharmacia-
Hoeefer SE-600). O gel de separagio foi a 12,5%, contendo 19 mL de solugdo
estoque de acrilamida (30%); 11,5 mL de Tris-HCI 1,5 M pH 8.9; 15 mL de
H,O destilada; 150 pL de persulfato de aménio (10% p/v) e 10 L de TEMED.
O gel de concentragdo foi a 4%, contendo 2,68 mL de solugdo estoque de
acrilamida (30%); 5 mL de Tris-HCI 0.5 M pH 6,8; 12 mL de H,O destilada; 80
uL de persulfato de amdnio (10% p/v) e 20 L de TEMED. O sistema tampdo
gel/eletrodo utilizado foi Tris glicina. Para cada amostra foi aplicada uma
aliquota de 30 pL em cada canaleta do gel concentrador e utilizaram-se 4
repeticdes para cada amostra. A migragdo foi desenvolvida a 10 mA e a 4°C
para cada gel, totalizando 5 horas e trinta minutos

As atividades enzimaticas dos sistemas fosfatase acida (ACP - EC
3.1.3.2) e B - esterase (EST — EC 3.1.1.1), foram reveladas de acordo com a
metodologia descrita por Alfenas et al., 1998. As Tabelas 10 e 11 mostram as

solugdes usadas para a obtengdo das atividades especificas das enzimas ACP e
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EST em gel de poliacrilamida. Durante a revelagdo da atividade, os géis foram
incubados a 37°C até o aparecimento das bandas. Apos a detec¢do das bandas,
os géis foram fixados em glicerol 10% e colocados em solugdo secante [metanol
(65%) e glicerol (0.5%)]; a secagem foi feita pelo “método do bastidor”, descrito

por Alfenas et al. (1991).

TABELA 10 — Solugdo utilizada na identificacdo especifica da enzima fosfatase
acida (ACP), segundo (Alfenas, 1998).

Componentes Quantidade
Tampdo acetato 50 mM. pH 5.5 50 ml.
B-naftilfosfato acido de sodio 1% em acctona 50% 1.5mL
MgCl, 1M 0.5 mL
Fast Black K sal 50 mg
Total 52 mL

TABELA 11 — Solugdo utilizada na identificagdo especifica da enzima esterase
(EST) (Alfenas, 1998).

Solugodes Quantidade
Tampdo tris 0,5M, pH 7.1 5mL
B-nafiilacetato 1% em acetona 50% 1.5mL
Fast Blue RR sal 50 mg
Agua destilada 50 mL
Total 52 mL

As avaliagdes dos géis foram feitas de forma idéntica as avaliagdes dos

géis de proteina, como descrito no item 3.6.2.
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3.9 Marcador Molecular - RAPD

Para a extragdo de DNA empregaram-se culturas com 28 dias de cultivo
em meio MMN (Marx, 1969) de 5 isolados (P1, P2, P3, P4 e P37), escolhidos
de acordo com sua colonizagdo ao hospedeiro. O DNA foi extraido de acordo
com a técnica descrita Schifer e Wostemeyer (1992) e modificado por Junghans
et al. (1998).

O micélio de cada isolado foi coletado e pesado e a extragio de DNA
foi feita com 0,1g de micélio, com nitrogénio liquido e hastes plasticas
diretamente em eppendorf®. Para cada amostra foram adicionados 600uL do
tampao de extragdo (Tris 100 mM pH 8,0; NaCl 1,4 M; EDTA 20 mM pH 8.0,
CTAB 2%, B-mercaptoetanol 2%). Os eppendorf®’s foram mantidos a 65°C por
60 minutos em banho-maria, sendo agitados a cada 10 minutos. Ao término da
incubagdo, foi feita uma centrifugagdo a 13.000 rpm por 5 minutos. O
sobrenadante foi transferido para novo eppendorf®, adicionando-se o mesmo
volume de cloroféormio/dlcool isoamilico (24:1), e a seguir fez-se a
homogenizagdo do mesmo por 5 minutos. Apds a homogenizagdo, uma nova
centrifugagdo foi realizada nas mesmas condigées e a fase superior foi
transferida para um novo eppendorf®, adicionaram-se 2/3 do seu volume de
isopropanol. Os eppendorf®’s foram mantidos a -20°C por 12 horas, e em
seguida foram centrifugados a 13.000 rpm por 30 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento foi lavado trés vezes com etanol 70% gelado; em
seguida, secos em capela de fluxo laminar. Posteriormente, foi feita a
ressuspensao em 100 pL de TE (1,0 mM Tris-HCI, 0,1 mM EDTA). A
quantificagao da concentragdo de DNA das amostras foi determinada através de
um fluorimetro (HOEFER-TKO 100). Utilizaram-se, para cada amostra, 2 pL de
DNA e 2 mL de tampao TNE 10x (1,3% Tris base; 0,37% Na,EDTA.2H,0;
11,68% NaCl pH 7.4).
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A amplificagdo de segiiéncias do DNA via PCR foi conduzida em um
volume de 12 pl, contendo 0,75 unidades de Tag DNA polimerase; 1,2 pl de
tampdo de reagdo concentrado (1M Tris, IM MgCl,, 250 pg/mLBSA, 1M KCL)
; 200 uM de cada dATP, dGTP, dTTP e dCTP; 2,3 mM de MgCl,. 0,4 uM de
primer e 20 ng do DNA gendmico de cada cultura. Foram testados varios
primers, e utilizados aqueles que apresentaram polimorfismo. O controle do
DNA, para verificar contaminag@o, foi determinado pela omissio do DNA
gendmico em algumas reagdes. As amostras foram submetidas a um total de 45
ciclos de 1 min, com temperatura de denaturagiio de 94°C por 15 segundos,
temperatura de elongagdo de 36°C por 30 segundos e temperatura de renaturagdo
de 72°C por 1 minuto. Foi acrescido a estes ciclos um ciclo final de manutengio
de 72°C por 5 minutos. As amplifica¢des foram feitas em termociclador 9600
(Perkin-Elmer) e, apés fiinalizadas, 3 ul de tampao de carregamento (0,25% azul
de bromofenol, 60% glicerol) foram acondicionados em cada tubo e amostras de
10 pl foram depositadas em gel de agarose 1,5%. A eletroforese foi realizada a
7,5 V/em durante aproximadamente 2 horas em tampao TBE. Apds a migragéo,
os géis foram corados com brometo de etidio e fotografados sob luz ultravioleta
com cdmara Polaroid.

Os dados moleculares foram analisados como descrito no item 3.6.2.

Apds os 28 dias de cultivo, 5 isolados (P1, P2, P3, P4 e P37) foram
selecionados para analises de suas variabilidades detectadas pelos moarcadores
morfoldgicos, protéicos (PAGE e SDS-PAGE) e molecular (RAPD). O
marcador molecular RAPD foi considerado padrdo para esta comparagdo por
ndo ter influéncia ambiental.

As andlises para cada marcador foram feitas como descritas

anteriormente.

35



4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Crescimento micelial

Os resultados do crescimento micelial aos 7 dias de cultivo em meio
MMN encontram-se na Figura 2. O isolado P36 foi o que apresentou o maior
crescimento médio, de 11,75 mm. Este valor correspondeu a uma taxa de
crescimento de 1,67 mm / dia. Aos 7 dias de cultivo, os isolados P8, P15, P16,
P23, P29 e P30 ndo haviam crescido.

Aos 7 dias de cultivo, observou-se que alguns isolados cresceram mais
que outros, isto pode ser devido ao fato de que nos primeiros dias houve
influéncia dos fatores externos (temperatura, fotoperiodo, umidade e etc.) no
crescimento dos isolados. Possivelmente estes estavam se adaptando as novas
condigdes do meio. Resultados semelhantes foram obtidos por Battista et al.
(1996), que aos 7 dias de cultivo em meio MMN, detectaram diferengas no
crescimento micelial de diferentes isolados de Laccaria bicolor.

Os dados da anélise de varidncia sdo apresentados na Tabela 12. O
crescimento micelial dos isolados foi significativo aos 7 dias de cultivo.

As estimativas dos pardmetros genéticos demonstraram que 14,60% da
variagdo detectada no crescimento médio dos isolados de Pisolithus spp. foram
devidos a fatores genéticos e que 1,87% foram devidos a fatores ambientais
(Tabela 13). Aos 7 dias de cultivo, observou-se uma herdabilidade de 88,63%
para o crescimento micelial.

Embora aos 7 dias de cultivo em meio MMN o crescimento médio
tenha sido baixo, foi detectada uma alta herdabilidade para esta caracteristica.
Este fato elucida a importéncia de utilizagio desta caracteristica em programas

de melhoramento de fungos ectomicorrizicos.
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FIGURA 2 - Crescimento micelial de Pisolithus spp. aos 7, 14, 21 e 28 dias de
cultivo em meio MMN.
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Aos 14 dias de cultivo em meio MMN, o isolado P10 apresentou um
crescimento médio de 26,12 mm, correspondendo a uma taxa de 1,866 mm / dia.
O isolado P15 foi o que apresentou o menor crescimento médio, 2,0 mm,
correspondendo a uma taxa de 0,14 mm / dia (Figura 2).

Neste periodo, os isolados que aos 7 dias ndo haviam crescido (P8, P15,
P16, P23, P29 e P30) ja apresentaram crescimento em condigdes de cultivo.
Observou-se um aumento no crescimento médio observado para todos os
isolados, e este foi aproximadamente 80% superior em relagdo a avaliagdo
anterior. Isto pode ser devido a agdo de certas enzimas e hormdnios responsaveis
pelo crescimento, que neste periodo passam a ser mais ativos.

Os resultados da analise de variancia sdo apresentados na Tabela 12. O
crescimento micelial dos isolados foi significativo aos 14 dias de cultivo.

A alta significancia encontrada no crescimento médio dos isolados de
Pisolithus spp. possibilitou compreender a capacidade de determinados
gendtipos  colonizarem diferentes plantas hospedeiras e explorarem diferentes
tipos de solo. Resultados semelhantes também foram obtidos por Colpaert, Van
Assche e Juijtens (1992), Lamhamed, Bernier e Fortin (1992), Thomson, Grove
e Malajczuk (1994), Ek (1997), Timonem, Tammi e Sem (1997).

As estimativas dos pardmetros genéticos sdo apresentadas na Tabela 13
e demonstraram que aos 14 dias de cultivo, 41,46% da variagdo encontrada entre
os isolados foram devidos a fatores genéticos e 5,98% foram devidos a fatores
ambientais. A herdabilidade para o crescimento micelial aos 14 dias de cultivo
foi de 87,39%.

Aos 21 dias de cultivo em meio MMN, também o isolado P10
apresentou o maior crescimento médio, 42,5 mm, correspondendo a uma taxa de
2,02 mm / dia. O isolado P15 apresentou um menor crescimento médio, 4,375

mm, correspondendo uma taxa de 0,2mm / dia (Figura 2).
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Um aumento significativo no crescimento médio foi observado aos 21
dias de cultivo, sendo igual ou superior a 60% em relagdo a avaliagdo anterior.
Observaram-se também diferencas no  crescimento médio dos isolados
estudados, o que permitiu agrupar os isolados por ‘classes de crescimento.
Burgess et al. (1995) também obtiveram resultados semelhantes, sendo que aos
21 dias de cultivo em meio MMN, classificaram os 100 isolados de Pisolithus
sp. estudados em trés classes distintas; baixa (< 1,5 mm/dia), média (1,5 a 3,0
mm/dia) e aita (> 3,0 mm/dia).

Os resultados da anélise de varidncia sdo apresentados na Tabela 12. O
crescimento micelial dos isolados foi significativo aos 21 dias.

As estimativas dos pardmetros genéticos sdo apresentados na Tabela 13.
Estes demonstraram que 80,54% da variagdo do crescimento micelial existente
entre os isolados s@o devidos a fatores genéticos e 16,25% sdo devidos a fatores
do ambientais. A herdabilidade para o crescimento micelial foi de 83,20% aos
21 dias de cultivo em meio MMN,

Aos 21 dias de cultivo em meio MMN o porcentual de variagio genética
foi 100% maior que aquele observado aos 14 dias, o que indica maior
variabilidade genética quando as culturas encontram-se em idades mais
avancadas.

Aos 28 dias de cultivo em meio MMN, o isolado P10 apresentou o
maior crescimento médio, 60,125 mm, correspondendo uma taxa de 2,147 mm /
dia. O isolado P15 também continuou apresentando um menor crescimento, de
13,25 mm, correspondendo uma taxa de 0,47 mm / dia (Figura 2).

Todos os isolados apresentaram um maior crescimento médio aos 28
dias de cultivo. Para todos os isolados observou-se um aumento no crescimento
em torno de 60% em relagdo aos 21 dias. Os resultados obtidos possibilitaram
separar os isolados em 2 classes de crescimento; baixa (< 1,5 mm / dia) e alta (>

1,5 mm / dia). Dos 37 isolados de Pisolithus spp., 30 foram classificados como
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isolados de baixo crescimento, o que correspondeu a 81% dos isolados e 7 foram
classificados como isolados de alto crescimento (P4, P10,P14, P17, P24, P31 ¢
P37). Outro fato importante a ser considerado é que todos os isolados de classe
alta apresentaram textura aveludada, densidade de média a alta e peso também
de médio a alto. Os resultados demonstraram que a taxa de crescimento em meio
de cultura pode ser diretamente influenciada pela textura, densidade e peso.

Os resultados da analise de varidncia para o crescimento micelial dos
isolados de Pisolithus spp., aos 28 dias de cultivo, sdo apresentados na Tabela
12. O crescimento micelial dos isolados foi significativo aos 28 dias de cultivo.

Os calculos dos parametros genéticos sdo apresentados na Tabela 13.
Estes demonstraram que 96,80% da variagdo para o crescimento micelial
detectada entre os isolados de Pisolithus spp. foram devidos a fatores genéticos e
que 8,6% foram devidos a fatores ambientais. A herdabilidade para o
crescimento micelial, aos 28 dias de cultivo, foi de 91,83%.

As médias do crescimento micelial de todos os isolados estudados nas 4
épocas de avaliagdo (7, 14, 21 e 28 dias de cultivos) sdo apresentadas no Anexo
1A.

Os resultados obtidos demonstraram uma grande variabilidade no
crescimento micelial de Pisolithus spp. Esta diferenga de crescimento micelial
pode ser devida a varios fatores, sendo a procedéncia geografica dos isolados
um fator de grande influéncia. Burgess et al. (1995), estudando diferentes
isolados de Pisolithus nativos da Australia, detectaram varia¢do na taxa de
crescimento in vitro e constataram que o alto crescimento estava relacionado
com a procedéncia geografica dos isolados e também com a especificidade do
simbionte ao hospedeiro.

Como os maiores crescimentos médios ocorreram entre 0 21° e 0 28° dia

de cultivo em meio MMN, e também as maiores herdabilidades, todas as
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analises das caracteristicas morfoldgicas (textura, cor, forma), protéicas,
isoenzimaticas e moleculares foram realizadas aos 28 dias de cultivo.

Segundo Alfenas (1998), a determinagdo da curva de crescimento é de
grande importancia para determinar a fase exponencial do crescimento do fungo.
Isto porque, nesta fase, a agdo de enzimas proteoliticas é reduzida, o que
favorece a expressio de determinados genes.

O crescimento ¢ uma caracteristica importante na sele¢do de isolados,
pois espera-se que isolados de maior crescimento em meio de cultura possam
também apresentar maior crescimento no substrato utilizado na produgio de

mudas, o que possibilita uma colonizagio mais efetiva da planta hospedeira.

4.2 Caracterizac¢io morfolégica

As analises morfologicas dos isolados de Pisolithus spp. foram
efetuadas apos 4 semanas de cultivo em meio MMN. Os isolados de Pisolithus
spp. apresentaram diferengas com relagdo as caracteristicas morfologicas
analisadas. Os resultados sdo apresentados na Tabela 14. O nimero de isolados
para as || caracteristicas morfoldgicas avaliadas e sua respectiva porcentagem

estdo na Tabela 15.
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TABELA |5 - Niamero e porcentual isolados de Pisolithus spp. para as
caracteristicas morfologicas analisadas.

Caracteristicas Nimero de isolados Percentual (%)
Textura: aveludada 17 46
Floculenta 9 24
Flutuante 10 27
Aspera | 3
Formagao de corddo: Presente 21 56
Ausente 16 44
Cor do agar: ndo colorido 18 49
Ligeiramente colorido 19 51
Formagao de halo: presente 13 35
Ausente 24 65
Forma da col6nia inferior: grudada 37 160
Forma da colénia superior: aérea 37 100
Margem da coldnia: regular 25 68
Irregular 12 32
Cor da colonia: creme | 3
Amarelo 7 19
Amarelo escuro 12 32
Ocre 7 19
Marrom 10 27
Peso: <3 mg/dia 4 1t
3 - 6 mg/dia 19 51
> 6 mg/dia 14 38
Crescimento: < 1.5 mm/dia 30 81
> 1.5 mm/dia 7 19
Densidade: <3 mg/mm 3 8
3 - 6 mg/mm 27 73
> 6 mg/mm 7 19

As caracteristicas textura, cor de colonia, peso, crescimento e densidade
foram as que apresentaram as maiores variagdes. As caracteristicas forma de
colénia inferior e forma de coldnia superior ndo apresentaram variagdes entre os
isolados. Dados semelhantes foram obtidos por Burgess et al. (1995), que
estudando isolados de Pisolithus, também encontraram variagdo quanto as
caracteristicas dos isolados, morfologia dos basidiosporos e forma do
basidiocarpo. Toda esta variabilidade existente entre os isolados de Pisolithus
permite classificar e caracterizar os isolados tanto por especificidade de
hospedeiro como por procedéncia geografica. Estas informagdes coincidem com

os resultados obtidos por Watling et al. (1995) e Burgess et al. (1995).

43



144

TABELA 14 — Caracterizagdo Morfoldgica de diferentes isolados de Pisolithus sp.

Isolados Textura Corddao  Cordo Halo FCI FCS Margem Corda Peso Cresc  Densidade
Agar da colénia mg/dia mm/dia  mg/mm
coldnia
Pl Av A NC A G Ae R AE 3-6 <l.5 >6
P2 Fl A NC A G Ae R A 3-6 <1.5 3-6
P3 Fl A NC A G Ae R C 3-6 <1.5 3-6
P4 Av A LG P G Ae | M >6 >1.5 3-6
P5 Av A LG P G Ae R o 3-6 <1.5 <3
P6 Av A LG P G Ae I M >6 <l.5 >6
P7 Fl P NC A G Ae R AE <3 <l.5 3-6
P8 Fi A NC A G Ae R A <3 <15 3-6
P9 Flu A NC A G Ae I A 3-6 <1.5 3-6
P10 Av P LG A G Ae R 6] 3-6 >1.5 3-6
P11 Av P LG A G Ae R 0 3-6 <1.5 3-6
P12 Av A LG P G Ae R M >6 <l.5 3-6
P13 Av P LG P G Ae R M >6 <1.5 3-6
P14 Av P LG P G Ae R M <3 >1.5 3-6
P15 Fl A NC A G Ae R A 3-6 <1.5 3-6
P16 Av A LG A G Ae R o 3-6 <1.5 3-6
P17 Av P LG A G Ae R (o) >6 >1.5 >6
P18 Av P LG P G Ae I M 3-6 <15 3-6
P19 Av P LG P G Ae I M 3-6 <l.5 3-6
P20 Flu A NC P G Ae R AE <3 <1.5 <3
P21 Fl A NC A G Ae R A 3-6 <1.5 3-6
P22 Fi A NC A G Ae R A >6 <15 3-6
P23 Av P LG A G Ae R 0 >6 <1.5 3-6
P24 Av P LG A G Ae R AE 3-6 >1.5 >6

“...continua...”
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As diferencas morfologicas, como crescimento, textura, cor da colonia e
margem da coldnia, s3o apresentadas na Figura 3.

Apos efetuados os cruzamentos dos isolados, foram encontradas
diferencas nas suas descendéncias. Os isolados P5 (H6) e P36 (11), quando
cruzados, formaram o  “hibrido” P31 [H6 x I1(ZI)], que apresentou
caracteristicas dos genitores, principalmente cor e crescimento, e pode ser
observado na Figura 4a.

Resultados semelhantes foram também obtidos para outros hibridos de
vérios cruzamentos, por exemplo o hibrido P30 [H6 x 441 (ZI)], que apresentou
a colorag@o e textura dos genitores (Figura 4b).

As analises das caracteristicas morfologicas dos 37 isolados de
Pisolithus spp. estudados possibilitaram a construgio de uma matriz de
dissimilaridade (Anexo IB). O dendrograma obtido pelo método UPGMA pode
ser observado na Figura 5. Pela andlise das caracteristicas morfologicas, foi
possivel agrupar os isolados de Pisolithus spp. que apresentaram caracteristicas
semelhantes.

Analisando o dendrograma formado pelo agrupamento da caracterizagio
morfoldgica, verificou-se que a 55% de similaridade, 3 grupos foram formados.
O grupo 1, formado por 9 isolados: [P31 (H6 x I1 ZI), P24 (MA1 x 441 ZI), P17
(MB3 x H6 ZI), P10 (MB2 x H6 S4+), P23 (MAI x H6 ZI), P30 (H6 x 441 ZI),
P11 (MB3 x H6 S4-), P16 (MB2 x Hé ZI) e P5 (H6)]; o grupo 2, formado por 10
isolados: [P36 (I1), P18 (MB2 x 270 ZI), P6 (MA1 x 270 S3+), P35 (270 x I1
Z1), P34 (270 x 441 ZI), P33 (270 x H6 ZI), P19 (MB3 x 270 ZI), P13 (MB3 x
270 S4+), P12 (MB2 x 270 S4+) e P14 (MA1 x 270(ZI)]; e o grupo 3, formado
por 17 isolados: [P26 (MB2 x 441 ZI), P21 (MA1 x MB3 ZI), P15 (MB2 x
(MB2xMB3) ZI), P8 (MAI x (MA1xMB3) S3+), P27 (MB2 x I1 ZI), P3 (MB3),
P22 (MA1 x MB2 ZI), P2 (MB2), P32 (441 x 11 ZI1), P29 (MB3 x I1 ZI), P9
(MB2 x (MB2xMB3) S4-), P37 (441), P28 (MB3 x 441 ZI), P7 (MAIl x
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FIGURA 4b — Paternos e hibrido de Pisolithus spp.
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FIGURA 9 — Dendrograma obtido através da analise morfolégica de isolados Pisolithus spp.



(MB2xMB3) ZI). P8 (MAIl x (MAIxMB3) S3+), P27 (MB2 x II ZI), P3
(MB3), P22 (MAI x MB2 ZI), P2 (MB2), P32 (441 x 11 ZI), P29 (MB3 x |1
Z1), P9 (MB2 x (MB2xMB3) S4-), P37 (441), P28 (MB3 x 441 ZI), P7 (MAI x
(MB2xMB3) S4+), P20 (MB2 x MB3 ZI), P25 (MA1 x [1ZI) e P1 (MA1). No
grupo 1, verificou-se que os isolados P23, P30, P16 e P5 foram os mais
proximos, com uma similaridade de 90%, e que o isolado P31 foi o mais
divergente do grupo.

No do grupo 2, verificou-se que os isolados P18, P6, P13 e P12 foram os
mais proximos, com similaridade de 90%, e que o isolado P36 foi o mais
divergente do grupo.

No grupo 3, o que apresentou um maior nimero de isolados (45%),
verificou-se que os isolados P21 (MA1 x MB3 ZI), P15 (MB2 x (MB2xMB3)
Zl), P27 (MB2 x 11 ZI), P3 (MB3), P22 (MAI x MB2 ZI), P29 (MB3 x 11 ZI),
P9 (MB2 x (MB2xMB3) S4-), P25 (MA1 x I1 ZI) e P1 (MAl) foram os mais
proximos, com similaridade de 90%, e o isolado P2 foi o mais divergente.

De acordo com as caracteristicas morfologicas avaliadas, o isolado P4
foi o mais divergente; isto possivelmente se deve ao fato deste isolado ser
colonizador de raizes de Pinus e ser de procedéncia americana.

A analise pelo método UPGMA permitiu, ainda, fazer uma distingdo
quanto & distribuicdo dos isolados genitores e seus hibridos para cada grupo
formado. No grupo 1 predominaram o genitor P5 (H6), de procedéncia
canadense, e seus respectivos hibridos (P10, P11, P16, P17, P23, P24, P30 ¢
P31).

No grupo 2 predominaram o genitor P4 (270), de procedéncia
americana, e seus respectivos hibridos (P6, P12, P13, P14, P18, P19, P33, P34 ¢
P35).

No grupo 3 predominaram os genitores monocarioticos brasileiros (P1,

P2 e P3) e seus respectivos hibridos, formados dos seus cruzamentos e de suas
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interagdes (P7, P8, P9, P15, P20, P21, P22). Observou-se também, no grupo 3,
que dos seis hibridos obtidos do genitor P37 (441), quatro encontraram-se neste
grupo (P26, P28, P30 e P32).

Os resultados das andlises morfologicas demonstraram que houve uma
relagdo direta dos isolados com a espécie hospedeira. Observou-se que o isolado
P4, que € colonizador de Pinus, foi o mais divergente (55%). Isto reforga os
resultados obtidos po Ho (1987), com dados de variagdo fenotipica de Laccaria,
Jacobson e Miller (1992), com Suillus e Lei et al. (1990) com Pisolithus. Todos
estes autores demonstraram que a espécie de planta hospedeira e a procedéncia
geografica sdo fatores importantes no agrupamento de fungos ectomicorrizicos.

Resultados semelhantes foram encontrados por Burgess et al. (1995),
que estudando 100 isolados de Pisolithus, sendo 85 nativos da Australia e 15
ndo nativos, encontraram variagdo quanto as caracteristicas das colonias,
morfologia dos basidiosporos e forma do basidiocarpo. Com base nas suas
caracteristicas fenotipicas, sete grupos foram encontrados, com indice de
similaridade de 50%. Varia¢Ges marcantes foram detectadas quanto ao didmetro,
presen¢a de espinhos e forma dos basidiosporos. Os basidiocarpos variaram
quanto & forma e tamanho. Os autores observaram que estas variagdes estio
diretamente relacionadas com a espécie hospedeira e a origem geografica dos
mesmos.

Todos os resultados demonstraram que quanto mais expressivas forem
as diferencas na morfologia, maior sera a sua influéncia na formagio do
agrupamento, o que confirma os resultados obtidos por Anderson, Chambers e
Cairney (1998), que utilizaram caracteristicas morfolégicas para detectar a
ocorréncia de Pisolithus em uma area de reflorestamento.

Os resultados obtidos demonstraram que o fungo Pisolithus apresenta
uma consideravel variagdo morfoldgica, e isto pode ser utilizado para a

caracterizag@o de genotipos. Devido a esta grande diversidade, supde-se que o

50



fungo Pisolithus ja passou por um complexo processo evolutivo. Isto podera ser
comprovado pela resposta a colonizagdo de determinados genoétipos € também
pela sua sobrevivéncia em ambientes adversos.

A distincia média entre os isolados foi de 42% e a amplitude das
distancias variou de 0 a 82%. Estes resultados demonstraram que existem
possibilidades de obtengdo de ganho genético a partir destes cruzamentos
controlados entre isolados de diferentes origens. A alta amplitude das distancias
possibilita a manipulagdo destes isolados em programas de melhoramento de
simbiose, permitindo a selegdo de gendtipos que ampliam a base genética ser
explorada. Os isolados P4 e P21, P4 e P25 apresentaram distdncias entre si
superiores a 80% de divergéncia. Os isolados P4 e P14, P10 e P17, P33 ¢ P34,
P33 e P35, P34 e P35, pelas analises das caracteristicas morfologicas, foram
semelhantes (100%).

Utilizando a composi¢do de agrupamento obtido pelo método UPGMA,
foi construida uma matriz de divergéncia genética entre e dentro dos 3 grupos
obtidos e também foram identificados quais os isolados promissores para

maximizagdo das distdncias entre os grupos (Tabela 23).

TABELA 16 — Matriz de distdncia genética (%) entre os grupos definidos na
caracteriza¢do morfologica dos isolados de Pisolithus spp.

Gl | G2 l G3
Gl 73%*
(P31/P5)
G2 3% 55%*
(P36/P6) (P12-P36)
G3 73% 73% 37%*
(P22/P31) (P2/P18) (P2/P29)

* na diagonal — maximizagdo das distancias dentro dos grupos
abaixo da diagonal: maximizag#o das distdncias entre os grupos
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As distncias entre os grupos foram maiores do que dentro dos grupos
o (Tabela 16), isto indica que a diversidade podera ser aumentada por cruzamentos
realizados entre os grupos. Estes cruzamentos poderdo ser formados pela

utilizagdo dos cruzamentos mostrados abaixo da diagonal (Tabela 16).

4.3 Caracterizacio protéica de isolados de Pisolithus spp.

4.3.1 Quantificacfio da concentracio protéica

Os resultados da concentragdo de proteinas dos diferentes isolados de

Pisolithus spp. podem ser observados na Figura 6.
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FIGURA 6 - Concentragio de proteinas dos isolados de Pisolithus spp. aos 28
dias de cultivo em meio MMN.,

Nao houve diferenca significativa na concentragdo de proteinas dos
isolados e os resultados sdo apresentados na Tabela 17. Apesar de nio ser

estatisticamente significativo, o isolado P8 apresentou a maior concentragio de
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proteinas (0,526 x 1000 ug.mL?) e o isolado P23 a menor (0,340 x 1000
ug.mL'z).

TABELA 17 - Anilise de varidncia para a concentragdo de proteinas dos
isolados de Pisolithus spp. aos 28 dias de cultivo em meio MMN.

FV GL SQ QM F
Tratamentos 36 0,166292 0,003786 1,3966
Residuo 37 0,1003 0,002711

Total 73 0,2366

Os parametros genéticos para os dados da concentrag@o de proteinas sdo
apresentados na Tabela 18. As estimativas dos parimetros genéticos mostraram
que 0,053% da variagdo foi devido a fatores genéticos e que 0,135% foi devido

a fatores ambientais.

TABELA 18 - Parametros genéticos estimados para a concentrag3o de proteinas
de isolados de Pisolithus spp. aos 28 dias de cultivo em meio

MMN.
Variagdo Genética Variagdo Ambiental Herdabilidade
0,053% 0,135% 28,39%

A estimativa da herdabilidade foi baixa (28,39%), isto indica um baixo
controle genético na expressdo da caracteristica, inviabilizando o seu uso em

programas de melhoramento.

4.3.2 Caracteriza¢io dos isolados por eletroforese monodimensional (1D-
SDS- PAGE)

Os perfis eletroforéticos dos isolados de Pisolithus spp. obtidos pela

eletroforese em gel de poliacrilamida (1D- SDS-PAGE) e coloragdo em nitrato

de prata podem ser visualizados na Figura 7.
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FIGURA 7 - Caracterizagdo fenotipica dos perfis de polipetideos de Pisolithus spp.
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Foram identificadas 32 bandas polimérficas e 8 monomorficas. Um
nimero semelhante de perfis protéicos em Pisolithus foi detectado por Burgess
et al. (1995). Estes autores encontraram 30 bandas polimorficas em diferentes
isolados de Pisolithus, utilizando o mesmo método de detec¢do de proteinas.

A analise binaria dos perfis possibilitou a construgdo de uma matriz de
dissimilaridade (Anexo 1C) e o dendrograma foi obtido utilizando o método de
agrupamento UPGMA (Figura 8).

Analisando o dendrograma formado pelo agrupamento baseado em
perfis de protéicos, verificou-se a formagdo de 4 grupos com similaridade de
55%. O grupo 1, formado por quatro isolados: [P32 (441 x 11 ZI), P29 (MB3 x
11 ZI), P27 (MB2 x 11 ZI) e P26 (MB2 x 441 Z1)}; o grupo 2, por sete isolados:
[P37 (441), P36 (11), P34 (270 x 441 ZI), P35 (270 x 11 ZI), P33 (270 x H6 ZI),
P4 (270) e P3 (MB3)]; o grupo 3, formado por cinco isolados: [P31 (H6 x Il
Z1), P30 (H6 x 441 ZI), P28 (MB3 x 441 ZI), P10 (MB2 x H6 S4+) e P7 (MAI
X (MB2xMB3) S4+)]; e o grupo 4, formado por vinte isolados {P22 (MAI x
MB2 ZI), P16 (MB2 x H6 ZI), P19 (MB3 x 270 ZI), P18 (MB2 x 270 ZI), P23
(MA1 x H6 ZI), P21 (MA| x MB3 ZI), P20 (MB2 x MB3 ZI), P17 (MB3 x H6
ZI1), P15 (MB2 x (MB2xMB3) ZI), P14 (MA1 x 270 ZI), P25 (MA1l x Il ZI),
P24 (MA1 x 441 ZI), P11 (MB3 x Hé6 S4-), P9 (MB2 x (MB2xMB3) S4-), P8
(MAI1 x (MA1xMB3) S3+), P12 (MB2 x 270 S4+), P2 (MB2), P6 (MA1 x 270
S3+), P5 (H6) e P1(MA1))]. No grupo 1, verificou-se que os isolados P27 e P26
foram os mais proximos, com similaridade de 82%, e que o isolado P32 foi o
mais divergente do grupo, com similaridade de 59%.

No grupo 2, verificou-se que os isolados P33 e P35 foram os mais
proximos, com similaridade de 84%, e que o isolado P37 foi o mais divergente
do grupo. No grupo 3, verificou-se que os isolados P30 e P31 foram os mais
proximos, com similaridade de 88%, e que os isolados P7 e P10 foram os mais

divergentes.
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FIGURA 8 — Dendrograma obtido entre os isolados de Pisolithus spp. construidos com base na anélise dos perfis

proteicos.



O grupo 4 foi o que apresentou um maior numero de isolados agrupados
(54%); verificou-se que os isolados P14 e P15 foram os mais proximos, com
similaridade de 91%. Os isolados P22 e P16 foram os mais divergentes.

O agrupamento obtido pela analise dos perfis de polipeptideos ndo
demonstrou relagdo com o agrupamento obtido por caracteristicas morfoldgicas
(Figura 5). Porém, observou-se que o agrupamento dos isolados baseado nos
perfis protéicos foi mais discriminante que o agrupamento pelas analises das
caracteristicas morfologicas. Possivelmente, isto se deve ao fato de as
caracteristicas morfoldgicas estarem mais sujeitas a influéncia de fatores
ambientais.

Estes resultados concordam com os obtidos por Burgess et al. (1995),
segundo os quais os isolados de Pisolithus foram separados pela analise dos
perfis protéicos em cinco grupos distintos, a uma similaridade de 60%.

A distancia média entre os isolados foi de 54%, e a amplitude das
distancias variou de 9 a 80%. Estes resultados demonstraram que existem boas
possibilidades de ganho genético ao se efetuarem cruzamentos entre os isolados
de Pisolithus spp. pela caracterizagdo protéica, pois a distancia pode ser
considerada alta. A alta amplitude das distancias possibilita a utilizagido destes
isolados em programas de melhoramento de simbiose, permitindo a sele¢do de
gendtipos que ampliam a base genética ser estudada. Os isolados P10 e P31, P13
e P29, P13 e P30, P18 e P29, P20 e P31 apresentaram distancias entre si
superiores a 70% . Os isolados de menor divergéncia foram P5 e P6, P13 e P16,
P29 e P30, pelas analises de seus perfis protéicos, foram os mais semelhantes
(90%).

Utilizando a composigdo de agrupamento obtido pelo método UPGMA,
foi construida uma matriz de distancia entre e dentro dos 4 grupos obtidos e
também foram identificados quais os isolados promissores para maximizagao

das distancias entre os grupos (Tabela 19).
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TABELA 19 — Matriz de distancia genética (%) entre os grupos definidos na

caracterizacdo morfologica dos isolados de Pisolithus spp.

Gl G2 I G3 G4
Gl 53%*
(P27/P32)
G2 56% 55%*
(P27/P37) (P12-P36)
G3 65% 65% 1%
(P10/P26) (P31/P37) (P1/P10)
G4 63% 56% 62% 25%
(P14/P32) (P22/P35) (P16/P30) (P15/P22)

* na diagonal - maximizagao das distancias dentro dos grupos
abaixo da diagonal: maximizagdo das distancias entre os grupos

Para os grupos G1, G2 e G4, as distdncias entre os grupos foram
maiores do que dentro dos grupos (Tabela 19), isto indica que a variabilidade
genética podera ser aumentada se forem efetuados cruzamentos entre os
isolados destes grupos. Para o grupo G3, a distdncia dentro do grupo foi maior
do que entre os grupos, o que indica que a variabilidade sera aumentada se os

cruzamentos dos isolados foram efetuados (Tabela 19)

4.4 Caracterizacio isoenzimatica

As andlises dos perfis isoenzimaticos revelados para as enzimas ACP e
EST mostraram diferengas entre os isolados de Pisolithus spp. estudados.

Os perfis isoenzimaticos dos diferentes isolados de Pisolithus spp., apds
eletroforese em gel de poliacrilamida, revelados para as enzimas ACP e EST,
podem ser vistos nas Figuras 9 e 10. Os zimogramas obtidos para os dois

sistemas enziméticos utilizados sdo apresentados nas Figuras 11 e 12.
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FIGURA 9 — Perfis isoenzimaticos de diferentes isolados de Pisolithus spp. para
enzima fosfatase acida - ACP
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P25 P26 P27 P28 P29 P3( P31 P32 P33 P34 P35 P36 P37

FIGURA 10 — Perfis isoenzimdticos de diferentes isolados de Pisolithus spp.
para a enzima esterase — EST.
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FIGURAS 11 e 12 — Zimogramas obtidos dos perfis isoenzimaticos de isolados
de Pisolithus spp.
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As analises dos zimogramas permitiram detectar 14 bandas
polimoérficas, sendo sete para a enzima ACP e sete para a enzima EST. Dois
locos distintos foram detectados para os sistemas enzimaticos analisados (Tabela
20)

TABELA 20 - Enzimas, codigo, nimero de bandas e locos observados em
diferentes isolados de Pisolithus spp.

Enzima Abreviagdes Cadigo da enzima Bandas Locos distintos
usadas no estudo

polimorficas
Fosfatase dcida ACP 3.132 7 2
Esterase EST 3.0 7 2
Total 14 4

A analise binaria dos perfis isoenzimdticos possibilitou a construgdo de
uma matriz de dissimilaridade (Anexo 1D). A partir desta matriz foi obtido o
dendrograma utilizando o método de agrupamento UPGMA, o qual pode ser
observado na Figura 13. A analise dos perfis isoenzimaticos permitiu agrupar os
isolados de Pisolithus spp. que apresentaram caracteristicas semelhantes.
Analisando o dendrograma formado pelo agrupamento dos perfis
isoenzimaticos, verificou-se que a 55% de similaridade, foram formados 3
grupos. O grupo |, formado pelo isolado P15 (MB2 x (MB2xMB3) Z1); o grupo
2. formado por oito isolados: [P24 (MA1 x 441 ZI), P23 (MAI1 x Hé6 ZI), P9
(MB2 x (MB2xMB3) S4-), P22 (MAl x MB2 ZI), P8 (MA1 x (MA1xMB3)
S3+), P21 (MA1 x MB3 ZI), P20 (MB2 x MB3 ZI) e P7 (MAI x
(MB2xMB3)S4+)]; e o grupo 3, formado por 28 isolados: [P33 (270 x Hé6 ZI),
P37 (441), P32 (441 x 11 ZI), P31 (H6 x 11 ZI), P29 (MB3 x I1 ZI), P28 (MB3 x
441 ZI), P26 (MB2 x 441 ZI), P19 (MB3 x 270 ZI), P18 (MB2 x 270 ZI), P17
(MB3 x Hé6 ZI), P14 (MA1 x 270 ZI), P13 (MB3 x 270 S4+), P12 (MB2 x 270
S4+), P11 (MB3 x H6 S4-), P30 (H6 x 441 ZI), P10 (MB2 x H6 S4+), P6 (MAI
x 270 S3+), P35 (270 x 11 ZI), P34 (270 x 441 ZI), P36 (11), P4 (270), P27
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(MB2 x 11 ZI), P25 (MAL1 x 11 ZI), P3 (MB3), P16 (MB2 x H6 ZI), P5 (H6), P2
(MB2) e P1 (MA1)]. No grupo 2, verificou-se que os isolados P7 e P20 foram os
mais proximos, com similaridade de 85%, e que os isolados P24 e P23 foram os
mais divergentes . O grupo 3 foi o que agrupou um maior nimero de isolados
(75%). Verificou-se que os isolados P26, P19, P18, P17, P10 e P6 foram os
mais proximos, com similaridade de 93%. O isolado P13 foi o mais divergente
do grupo.

O agrupamento dos isolados pelo método UPGMA possibilitou fazer
uma distingdo com relagdo a distribui¢do dos isolados em cada grupo. Observou-
se que no grupo 2 predominaram os hibridos obtidos dos genitores
monocaridticos brasileiros (P1, P2 e P3). Dos 7 hibridos formados, 6 (P7, P8,
P9, P20, P21 e P22) encontram-se neste grupo.

O grupo 3 foi formado basicamente por todos os hibridos obtidos dos
genitores dicarioticos (P4, P5, P36 e P37).

De acordo com o agrupamento dos perfis isoenzimaticos, o isolado P15
foi o mais divergente, e este se assemelha aos demais, com indice de
similaridade de 43%.

Resultados semelhantes foram encontrados para Swuillus por (Karkouri,
Cleyet-Marel e Mousain, 1996), que utilizaram variagdo isoenzimatica e
incompatibilidade somatica no estudo de variagio genética intraespecifica e
agruparam os isolados de Suillus collinitus em dois grupos, com uma
similaridade de 65%. Os autores verificaram que isolados com fenétipos
isoenzimaticos idénticos foram somaticamente compativeis e foram
considerados como sendo os mesmos. Ao contririo, os isolados que
apresentaram perfis diferentes foram somaticamente incompativeis e estes
corresponderam a gendtipos distintos.

Os perfis isoenzimaticos demonstraram diferencas entre os isolados.

Observou-se um polimorfismo enzimético tanto para ACP quanto para EST.
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Estes resultados concordam com os obtidos por Zhu (1988). Sen (1990) e Keller
(1992), que encontraram diferengas nos perfis enzimaticos em espécies de
Suillus.

A distancia média entre os isolados foi de 40%, e a amplitude das
distancias variou de 0 a 79%. Estes resultados demonstraram que existem boas
possibilidades de ganho genético se os isolados de Pisolithus spp. forem
cruzados para gerar hibridos. A alta amplitude das distancias possibilita a
manupulagio destes isolados em programas de melhoramento de simbiose,
permitindo a selegdo de gendtipos que ampliam a base genética a ser estudada.
Os isolados P13 e P18, P15 e P23 apresentaram distancias entre si superiores a
73% e 79% de divergéncia. Os isolados P12 e P13, P20 e P21, P26 ¢ P27, P29 ¢
P31, P32 e P3, pelas analises de seus perfis enzimaticos, foram semelhantes.

Utilizando-se a composi¢io de agrupamento obtido pelo método
UPGMA., foi construida uma matriz de distancia entre e dentro dos 3 grupos
obtidos e também foram identificados quais os isolados promissores para

maximizacdo das distdncias entre os grupos (Tabela 21).

TABELA 21 — Matriz de distdncia genética (%) entre os grupos definidos na
caracterizagdo morfologica dos isolados de Pisolithus spp.

Gl ’ G2 I G3
Gl X
G2 50% 43%*
(P7/P15) (P20-P23)
G3 71% 57% 73%*
(P15/P18) (P24/P18, (P18/P13)
P23/17.P23P10)

* na diagonal — maximizagdo das distancias dentro dos grupos
abaixo da diagonal: maximizagdo das distancias entre 0s grupos

Para o grupo G2, as disténcias entre os grupos foram maiores do que

dentro dos grupos (Tabela 21), isto indica que a variabilidade genética podera
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ser aumentada por cruzamentos realizados entre os isolados destes grupos. Para
o grupo G3, a distancia dentro do grupo foi maior do que entre os grupos, o que
indica que a variabilidade sera aumentada se os isolados (P18 e P13) forem

cruzados, como mostrado na Tabela 21.

4.5 Diversidade genética de isolados de Pisolithus spp.

Resultados de literatura mostraram uma grande variagdo no nimero de
oligonucleotideos utilizados como iniciadores para gerar fragmentos de DNA.
Dela Bastide et al. (1994, 1995 a e b) utilizaram 6 e 3 oligonucleotideos,
respectivamente, em Laccaria bicolor, Anderson, Chambers e Cairney et al.
(1998) utilizaram 2 oligonucleotideos em Pisolithus e Junghans et al. (1998)
utilizou 13 oligonucleotideos em Pisolithus tinctorius.

A Tabela 22 lista os 20 oligonucleotideos utilizados ¢ também o
numero de fragmentos polimérficos de cada um. Estes oligonucleotideos
possibilitaram a identificagio de 345 fragmentos de DNA. Todos os fragmentos
de DNA foram polimérficos. O nimero de fragmentos de DNA analisados para
cada oligonucleotideo variou de 26 a 1, correspondendo uma média de 17
fragmentos de DNA por oligonucleotideo. Os fragmentos de DNA amplificados
para dois oligonucleotideos podem ser visualizados na Figura 14.

Com base nos dados de presenca e auséncia dos fragmentos
amplificados, foi possivel detectar a variagdo das distdncias genéticas entre os
cinco isolados estudados, apresentada na Tabela 23.

As maiores distincias genéticas foram observadas para o isolado P4
(em média 62%). Este, considerado alto, aliado ao fato deste isolado ser
especifico em colonizar raizes de Pinus, pode induzir a classificagdo de isolados

de Pisolithus pela sua capacidade de colonizar hospedeiros especificos.
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TABELA 23 - Matriz de dissimilaridade obtida a partir da analise binaria dos

fragmentos de DNA .
Isolados P1 P2 P3 P4 P37
Pl 0,00
P2 0,14 0,00
P3 0,48 0,52 0,00
P4 0,63 0,65 0,59 0,00
P37 0,48 0,47 0,34 0,65 0,00

Valores altos de distancia genética também foram encontrados para
outros fungos. Marmeisse, Debaud e Casselton. (1992) observaram elevado
polimorfismo para Hebeloma cylindrosporu; Liu, Chambers e Cairney. (1998)
em Woollsia pungens; Zhihuz, Makoto e Taizo (1999) para Suillus grevillei,
Rossi et al., (2000) em Tuber spp.

A analise dos dados da matriz de distincia genética possibilitou, pelo
método UPGMA, a construgdo do dendrograma (Figura 15) que agrupou os
isolados de acordo com os seus indices de similaridade. Pelo dendrograma, os
isolados foram agrupados em dois grupos, com indice de similaridade de 55%.
O grupo 1, formado pelo isolado P4 (270), e o grupo 2, pelos isolados P37 (441),
P3 (MB3), P2 (MB2) e P1 (MALI). No grupo 1, verificou-se que os isolados P1
(MA1) e P2 (MB2) foram os mais préximos, com um indice de similaridade de
86%, e que os isolados P37 (441) e P3 (MB3) foram os mais divergentes. Para

os 5 isolados estudados, o P4 (270) foi o mais divergente.
4.6 Comparagio de agrupamento formados pelos diferentes marcadores
Os marcadores morfoldgicos, protéicos e genéticos possibilitaram

detectar diferengas entre os cinco isolados (P1, P2, P3, P4 e P37) de Pisolithus

analisados.
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FIGURA 15 -~ Dendrograma obtido pelo método de agrupamento UPGMA de
Pisolithus spp., baseado no coeficiente de similaridade Simple
Matching.

As avaliagdes das caracteristicas morfologicas revelaram diferengas
entre os cinco isolados estudados, estas podem ser observadas na Tabela 24. O
isolado mais divergente dos demais foi o P4 (27%), e os mais semelhantes foram
o P2 e P3 (90% de similaridade).

TABELA 24 - Matriz de dissimilaridade obtida a partir das analises das
caracteristicas morfoldgicas dos isolados de Pisolithus spp.

Isolados Pl P2 P3 P4 P37
Pi 0,00
P2 0,37 0,00
P3 0,28 0,10 0,00
P4 0,73 0,73 0,73 0,00
P37 0,28 0,37 0,37 0,44 0,00
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Os dados da matriz de dissimilaridade possibilitaram a construgio do
dendrograma pelo método UPGMA (Figura 20). Pela analise do dendrograma,
notou-se a separagdo dos isolados de Pisolithus spp. em dois grupos, com um
indice de similaridade de 55%. O grupo 1 foi formado pelo isolado P4 (270) e o
grupo 2 pelos isolados P3 (MB3), P2 (MB2), P37 (441) e P1 (MA1). No grupo
1, verificou-se que os isolados P3 (MB3) e P2 (MB2) foram os mais préximos
morfologicamente, com similaridade de 90%, e que o P37 (441) e P1 (MA1)
foram os mais divergentes. O isolado P4 (270) foi o mais divergente de todos os

analisados.
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FIGURA 16 — Dendrograma obtido a partir das analises das caracteristicas
morfoldgicas dos isolados de Pisolithus spp.

As analises dos perfis de polipeptideos revelaram diferengas entre os
cinco isolados estudados e podem ser observadas na Tabela 25. Os isolados mais
divergentes dos demais foram o P2 e P1 (57%), e os mais semelhantes foram o

P3 e P4 (70% de similaridade).
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TABELA 25 — Matriz de dissimilaridade obtida a partir das analises dos perfis
de polipeptideos dos isolados de Pisolithus spp.

Isolados P1 P2 P3 P4 P37
Pl 0,00
P2 0,43 0,00
P3 0,68 0,56 0,00
P4 043 0.37 0,31 0,00
P37 0,46 0,46 0,40 0.46 0,00

apresentado na Figura 17.

O dendrograma obtido a partir das analises dos perfis protéicos €
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FIGURA 17 - Dendrograma obtido a partir das analises dos perfis de
polipetideos dos isolados de Pisolithus spp.

Pela anélise do dendrograma, notou-se a separag@o dos isolados em dois

grupos, com um indice de similaridade de 55%. O grupo 1 foi formado pelos
isolados P37 (441), P4 (270) e P3 (MB3) e o grupo 2, pelos isolados P2 (MB2) e
P1 (MA1). No grupo 1, verificou-se que os isolados P4 (441) e P3 (MB3) foram

os mais proximos, com um indice de similaridade de 68%, e que o isolado P37
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(441) foi o mais divergente. No grupo 2, verificou-se que os P2 (MB2) e Pl
(MAT) apresentaram 56% de similaridade.

5 - CONCLUSOES

Todos os isolados de Pisolithus spp. apresentaram maior crescimento,
variagdo genética e herdabilidade aos 28 dias de cultivo em meio MMN. Desta
forma todos os demais estudos de diversidade foram realizados neste periodo

As caracteristicas morfologicas, os marcadores bioquimicos e
moleculares permitiram detectar a diversidade dos isolados de Pisolithus spp.

Os cruzamentos de isolados potenciais para ampliar a base genética,
indicados pelo uso das caracteristicas morfologicas, foram P4 (270) e P21(MA
x MB3 ZI) e P4 (270) e P25 (MAI x 11 ZI).

Os cruzamentos de isolados potenciais para ampliar a base genética,
indicados pelo uso dos marcadores protéicos foram P10 (MB2 x H6 S4+) e
P31(H6 x 11 ZI), P13 (MB3 x 270 S4+) e P29 (MB3 x 11 ZI), P13(MB3 x 270
S4+) e P30 (H6 x 441 ZI), P18 (MB2 x 270 ZI) e P29 (MB3 x I1 ZI) e P20
(MB2 x MB3 ZI) e P31(H6 x 11 ZI).

Os cruzamentos de isolados potenciais para ampliar a base genética,
indicados pelo uso dos marcadores enzimaticos, foram P13 (MB3 x 270 S4+) e
P18(MB2 x 270 ZI) e P15 [MB2 x (MB2 x MB2)] e P33 (270 x H6 ZI).

O uso dos marcadores morfologicos, bioquimicos e moleculares
permitiu o agrupamento dos isolados com relagio as procedéncias geograficas.
O isolado P4 (270) , de origem americana, ndo se agrupou com os demais, de
origem brasileira.

O marcador molecular (RAPD) foi o mais indicado para analisar a
divergéncia genética, pois forneceu resultados mais seguros das distancias

genéticas.
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7 ANEXOS

TABELA 1A — Teste de TuKey para as avaliagdes de crescimento; isolados seguidos de

mesma letra ndo diferem a 5% de probabilidade

Isolados

7 dias de cultivo 14 dias de cultivo 21 dias de cultivo 28 dias de cultivo
Médias Teste Meédias Teste Meédias Teste Médias Teste
0.362 DEFG 1.137 CDEFGHUJ 1.787 CDEFGH 2.575 GHIKLM
0.850 ABCDEF 1.462 ABCDEFGHU 2.200 ABCDEFGH 2.950 FGHIJKLMN
0.600 ABCDEFG 1.075 CDEFGHU 1.450 DEFGH 1.725 LM
1.087 ABCD 2.525 AB 3.775 ABC 4637 ABCDE
1172 A 2.180 ABCD 3.087 ABCDEF 4.00 BCDEFGHI
1.025 ABCD 1.875 ABCDEF 2487 ABCDEFG 3125 EFGHIJKLM
0.237 EFG 0.850 DEFGHI 1.400 DEFGH 2.025 KLM
0.00 G 0.387 HY 0.725 GH 2.162 JKLM
0.725 ABCDEFG 1.450 ABCDEFGHU 2.287 ABCDEFGH 3362 BCDEFGHUKLM
1.075 ABCD 2.612 AB 4.250 A 6.012 A
0.400 BCDEFG 1.150 CDEFGHIJ 1.800 BCDEFGH 2.512 GHUKLM
1.037 ABCD 2.087 ABCDE 3337 ABCD 3.837 BCDEFGHI
1.00 ABCDE 2.075 ABCDE 2.887 ABCDEFG 3487 BCDEFGHUKL
0.812 ABCDEF 1.875 ABCDE 3.300 ABCD 4912 ABC
0.00 G 0.200 J 0.462 H 1.325 M
0.00 G 0412 GHI 1.287 DEFGH 3.275 CDEFGHUJKLM
0.625 ABCDEFG 1.725 ABCDEFGH 3.012 ABCDEF 4.587 ABCDEF
0.887 ABCDEF 1.775 ABCDEFG 1.712 CDEFGH 4.075 BCDEFGH
0.987 ABCDE 1.962 ABCDE 2.962 ABCDEFG 3.650 BCDEFGHHKL
0.700 ABCDEFG 1.525 ABCDEFGHIJ 2.725 ABCDEFG 3.275 CDEFGHUJKLM
0.907 ABCDE 1.682 ABCDEFGH! 2402 ABCDEFG 3.137 EFGHUKLM
0.450 ABCDEFG 0.787 EFGHlI 1.625 DEFGH 2.125 JKLM
0.00 G 1412 ABCDEFGHU 2512 ABCDEFGH 4275 BCDEFG
0.562 ABCDEFG 1.325 ABCDEFGHU 2.087 ABCDEFGH 3.262 DEFGHUJKLM
0.750 ABCDEFG 1.350 ABCDEFGHU 1.675 CDEFGH 2.075 KLM
0.125 G 0.525 FGHI 1.00 EFGH 3.037 EFGHUKLM
0.775 ABCDEF 1.650 ABCDEFGHI 2312 ABCDEFG 2.600 GHUKLM
0975 ABCDE 1.975 ABCDE 2475 ABCDEFG 2.887 FGHUKLM
0.00 G 0.350 J 0.462 H 2.100 KLM
0.00 G 0.250 J 0.862 FGH 2375 HUKLM
0.387 CDEFG 1.625 ABCDEFGHI 3212 ABCDE 4.787 ABCD
0.812 ABCDEF 1.250 BCDEFGHU 1.562 CDEFGH 3.387 BCDEFGHUKL
1.125 ABCD 2312 ABC 3.187 ABCDE 3.787 BCDEFGHIS
1.137 ABC 2.162 ABCD 2.800 ABCDEFG 3.587 BCDEFGHIKL
1.162 AB 2237 ABC 3212 ABCDE 3.762 BCDEFGHUIK
1.175 A 1.925 ABCDE 2512 ABCDEFG 3.00 EFGHIJKLM
1.075 ABCD 2.675 A 4.050 AB 4937 AB
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TABELA 1B - Matriz de dissimilaridade obtida a partir das analises

morfolégicas de diferentes isolados de Pisolithus spp.

[ Isolados | Pl P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 PI0 PIlI
Pt 0,00
P2 037 000
P3 028 0.10 0.00
P4 073 073 073 000
PS5 037 046 055 046 0,00
P6 037 064 064 028 037 000
P? 037 028 037 064 055 0,73 000
P8 037 010 019 064 055 064 0,19 0,00
P9 037 019 028 064 055 055 046 028 000
P10 046 055 064 037 028 064 055 064 064 0,00
P11 037 037 0,37 0,28 0,19 0,55 0,37 0,46 0,46 0,19 0,00
Pi2 046 046 037 0.28 0,19 0,19 0,46 0,46 0,64 0,46 037
P13 055 055 0,55 0,19 0,28 0,28 0,46 0,55 0,64 0,46 037
P14 064 0.64 0,64 0,00 0,37 0,37 0,55 0,64 0,73 0,37 0,46
P15 037 010 019 073 046 064 0,19 000 037 064 0.46
Plé 072 028 028 055 0,10 046 046 037 037 028 0.10
P17 046 055 0.55 046 028 0.64 0.55 0.64 0.64 0,00 0.19
P18 055 073 073 019 046 0,10 064 073 064 055 046
P19 055 0535 0,46 0.19 0,28 0.28 0,46 0.64 037 046 0.28
P20 028 0,28 0.28 0,64 037 0,55 0,37 037 0,28 0.64 0,46
P21 037 0.19 0,28 0,82 0,46 0,64 0,28 0,10 0,46 0,46 0,55
P22 028 000 010 073 046 073 028 010 0.0 0,55 037
P23 046 046 046 037 037 055 037 046 055 028 0,10
P24 046 055 055 028 055 055 037 055 064 028 0,28
P25 010 028 028 082 046 055 037 037 028 0,55 046
P26 028 019 028 064 055 046 037 019 037 064 0,55
P27 0,19 0,10 0,10 0,64 0,46 0,64 0,19 0,10 0,28 0,55 0,37
P28 028 028 028 055 046 073 0,19 028 028 046 0,28
P29 028 037 028 055 064 064 028 037 0,10 046 037
P30 037 037 037 046 028 064 037 046 046 0,19 0,00
P31 0.55 0.55 0,55 0,46 0,64 0,64 0,46 0,64 0,46 0,37 0,37
P32 037 055 055 046 073 046 028 0,55 037 064 0,55
P33 0,73 0,64 0,64 0,19 0,55 0,28 0,55 0,64 0,46 0,64 0,46
P34 064 064 064 019 055 028 055 073 046 064 0,46
P35 0.73 0.64 0,64 0,19 0.55 0,28 0,55 0,64 0,46 0,64 0,46
P36 046 0.73 0,64 0.46 0.64 0,37 0.46 0.64 0,46 0,73 0.64
P37 028 037 037 046 046 073 028 046 046 028 0,28

*...continua...”
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“TABELA IB . Cont.”

{solados | P12 PI3 P14 PI5S Pl6 P17 _PI8 PI9 P20 P21 P22

Pl
P2
P3
P4
PS
P6
P7
P8
P9

P10

Pl

P12 | 0.00

P13 0.10 000

P14 0.19 010 000

P15 046 055 064 000

P16 028 028 046 037 0,00

P17 055 046 028 064 028 0,00

P18 028 019 028 073 055 055 000

P19 028 019 028 064 037 046 0,19 000

P20 037 046 055 037 037 064 055 046 0,00

P21 055 064 073 010 046 055 073 073 046 000

P22 046 055 064 010 028 055 073 055 028 0,19 000

P23 028 019 028 046 0,19 028 037 037 055 055 0.46

P24 037 028 019 055 028 028 046 046 055 064 055

P25 055 064 073 037 037 055 064 064 019 037 028

P26 046 055 064 019 046 064 055 073 046 019 019

P27 046 055 064 0,109 028 055 073 055 019 028 0,10

P28 0,55 046 055 037 037 046 064 046 0,19 046 028

P29 064 055 064 037 046 055 055 037 028 055 037

P30 037 028 037 046 010 019 046 028 046 055 037

P31 064 055 046 064 046 028 055 037 055 073 055

P32 064 055 064 055 064 064 037 055 046 055 055

P33 028 0,09 028 064 055 064 019 019 046 073 064

P34 028 019 028 064 055 064 019 019 046 073 064

P35 028 019 028 064 055 064 028 019 046 073 064

P36 055 046 055 064 073 073 037 046 046 064 064

P37 055 046 037 046 037 028 064 046 037 055 037

*..continua...”
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“TABELA 1B, Cont.”

[Isolados | P23 P24 P25 P26 P27 P28 P29 P30 P31 P32 P33

Pl
P2
P3
P4
PS
P6
P7
P8
P9
P10
Pl
P12
P13
Pl4
PIS
P16
P17
PI8
P19
P20
P21
P22
P23 | 000

P24 0.19 0,00

P25 | 055 046 000

P26 046 046 028 0,00

P27 | 046 037 019 028 000

P28 | 037 028 019 046 019 000

P29 | 046 037 028 055 028 010 000

P30 | 010 0I9 046 055 037 028 037 000

P31 046 037 055 073 046 037 037 037 000

P32 | 055 037 028 037 046 028 019 055 046 0,00

P33 | 037 037 064 064 064 046 037 046 046 037 0,00
P34 | 037 037 064 064 064 046 037 046 046 037 0,00
P3S | 037 037 064 064 064 046 037 046 046 037 0,00
P36 055 046 037 046 055 037 028 064 046 028 028
P37 037 028 037 055 028 019 028 037 028 046 064

*...continua...”
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“TABELA 1B . Cont.”

[ Isolados | P34 P35 P36 P37

Pl
P2
P3
P4
P5
P6
P7
P8
P9

P10

Pl

P12

P13

P14

P15

P16

P17

P18

P19

P20

P21

P22

P23

P24

P25

P26

P27

P28

P29

P30

P31

P32

P33

P34 | 000

P35 0,00 0,00

P36 0,58 0,28 0.00

P37 0,64 0,55 0,55 0.00
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TABELA 1C - Matriz de dissimilaridade obtida a partir das anélises dos perfis
de polipeptideos dos diferentes isolados de Pisolithus spp.

I Isolados | PI P2 P3 P4 P35 P6 P7 P8 P9 P10 P11
Pl 0.00
P2 043 0,00
P3 0.68 0.56 0.00
P4 043 037 0.31 0,00
P3 025 037 0,56 0.25 0,00
P6 025 031 0,50 0.31 0.12 0.00
P7 037 037 0.50 043 043 0,37 0,00
P8 043 037 0,56 043 0,37 031 0,37 0,00
P9 046 040 0.39 0,33 0,40 045 0.40 0,28 0,00
P10 050 043 043 0.37 0.56 0,56 0.37 0.50 0.46 0,00
P11 040 028 0.46 0.46 0,53 0.46 0.34 0.34 0,37 0.40 0,00
PI2 043 018 0.50 0.37 037 0.37 043 043 0.34 0,56 0.28
P13 031 037 0,36 0.50 0,50 0,50 0,50 0,37 0,40 0,43 0,28
P14 040 028 0.59 0,46 046 0,53 046 0,34 0.43 0,40 0,25
P15 0.50 0,56 0,50 0,50 0,50 0,56 0,56 0.37 0,46 0,50 0,53
P16 034 046 0,59 0,53 0,46 0,46 0,46 0,34 0,43 0,46 0,37
P17 043 037 0,56 0,50 043 0,37 0,37 0,25 0,46 0,50 0,28
P18 031 031 0.62 0.37 0,25 0,31 0,43 0,37 0,46 0.56 0,40
P19 040 034 040 0.40 0.40 04 046 0.46 0,50 0,46 0,31
P20 040 046 0.53 046 0,34 046 0.4 034 0.43 0,40 0.37
P21 040 065 0,53 046 0,40 040 0.59 0,46 0.56 0,53 0.5
P22 037 0,50 0,56 0,50 043 0,50 043 0,37 0.34 0.43 0.34
P23 0.31 031 0.56 0.50 043 043 0.25 0.43 0.40 043 0.15
P24 025 031 0,62 043 0.37 043 031 0.43 0,46 043 0,28
P25 0,56 037 0,50 043 031 0,50 0,56 0,56 0,40 0,43 0,34
P26 0,59 0,52 0.53 0,58 0,53 0,59 0,59 0,65 043 0,65 0,43
P27 0.50 0.56 0.50 0.50 0.56 0.56 0.37 0.43 046 0,50 0.34
P28 0,53 0.34 0.59 0.53 0.46 0.59 0.53 0.59 043 0,53 043
P29 0.59 0,53 0.40 046 0,33 0,53 0.46 0.53 0,50 0.40 0,50
P30 0,59 0,65 0,40 0.53 0,33 0,53 0.40 0,53 0,50 0,46 043
P31 0,46 0.59 0,53 0,46 0,53 0,59 0,59 0,53 0,43 0,71 0,43
P32 0.59 0.53 0,40 0,40 0.46 0,53 0.65 0,53 0,43 0,53 0,56
P33 0,59 0,40 0,34 0,28 0,40 0,53 0,65 0,53 0,50 0,40 0,50
P34 0.56 0,50 0,43 037 0,50 0,56 0,68 0,56 0,53 0,43 0,59
P35 0,50 050 0,50 0.37 0,43 043 0,62 0,62 0,65 0,50 0,59
P36 0,46 0,40 0,40 0,46 0,40 046 0,40 0.46 0.50 0,46 043
P37 0,53 0,34 0,65 0.50 0,34 0,53 0.64 0,32 0.65 0,25 0.32

“...continua...”
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“TABELA 1C. Cont.™

[ Isolados [ P12 P13 P14 PIS Pl6 _ PI7_PI8 P19 P20 P21 P22

Pl
P2
P3
P4
P5
P6
P7
P8
P9

PIO

PII

PI2 | 000

P13 043 0,00

P14 0.46 0.09 0.00

P15 0,50 0.31 0.34 0.00

Plé 046 0,09 0.18 0.21 0.00

PI7 | 050 026 021 037 021 000

PI8 0,37 0.25 0.21 043 0,28 031 0.00

P19 0.40 021 0,18 0.40 031 0.28 0.28 0,00

P20 0,53 0,28 0,18 0,28 0,25 0,21 0,28 0,18 0,00

P21 0,59 0,46 0,50 0,24 043 0,40 0,40 0,43 0,31 0,00

P22 0.34 0.18 0,21 0,25 0,15 0,25 0,25 0,21 0,15 034 0.00

P23 0.15 0.25 0.21 0.56 0.34 0.25 0.31 0.21 0,28 0,53 031

P24 0.26 0.23 0.15 0.50 0.34 031 0.18 0,21 0.21 0,46 031

P25 0,34 0,50 046 0,50 0,53 0,50 0.56 0.40 0.40 046 043

P26 043 0,53 0,56 0.53 0,50 0,53 0.59 0.56 0,62 043 0.53

P27 0,34 0,50 0.40 0,50 046 037 043 046 040 0.46 0,30

P28 043 0,40 037 0,53 0,37 0,40 0,46 0,50 0,46 0,62 0,46

P29 0,50 0,71 0,62 0,46 0,62 0,53 0,78 0,68 0,56 0,50 0,65

P30 0,43 0,71 0,62 0,53 0.62 0,46 0,65 0,62 0,50 0,43 0,59

P31 043 0,40 0,50 0,46 0,43 0,53 0,53 0,56 0,80 0,43 0,46

P32 0.56 0,59 0.63 0,40 056 0,53 0,53 0,56 0,56 0,43 0,53

P33 0.50 0,53 0.50 0,40 0.50 0.59 0,53 0.50 0.50 0,50 0,53

P34 0.59 0,50 0.53 0,31 0.46 0,62 0.50 0,53 0,53 0,46 0,50

P35 0.59 0.56 0.59 0.50 0.53 0,56 0,50 0,53 0.59 0,34 0.56

P36 043 0.53 043 0.46 0.56 0.46 0,46 0,31 0,31 0,43 0,46

P37 0.54 042 0.23 0,54 0.50 0,31 0,25 0,40 0,62 0,55 035

“...continua...”
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“TABELA IC. Cont.”

| Isolados

P23

P24

P25

P26

P27 P28

P29

P30

P31

P32

P33

P20
P21
P22
P23
P24
P25
P26
P27
P28
P29
P30
P31
P32
P33
P34
P35
P36
P37

0,00
0.12
0.37
0.46
037
0.40
0,59
0.46
0,53
0.65
0.58
0.68
0,56
037
0.42

0.00
0.50
0,58
037
0.40
0.65
0.53
0,53
0,59
0.59
0.56
0.50
0,37
0,23

0.00
0,28
043
0.34
040
0.46
0,46
0,40
0.34
043
0.37
040
0,54

0,00
0,40
031
043
042
0,31
0,37
0,37
0,46
0,34
0,50
0,32

0,00
0,59
0,40
0,28
0.46
0,53
0,53
0.50
0,56
0,40
0,56

0,00
0,50
0.46
043
0,43
043
0.53
0,46
0,56
0,45

0,00
0,12
0,56
0,50
0,43
0,53
0,53
0,50
0,12

0,00
0,56
0,50
0,56
0,59
053
043
0,34

0,00
0,43
0,40
0.40
0.62
0,31
0,65

0,00
0,25
0.15
0,21
043
0,32

0,00
0,15
0,28
0.37
0,21

*...continua...”
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“TABELA IC, Cont.”

[ Isolados

P34 P35

P36

P37

Pl
P2
P3
P4
P5
P6
P7
P8
P9
P10
Pl
P12
P13
P14
P15
P16
P17
P18
P19
P20
P2]
P22
P23
P24
P25
P26
P27
P28
P29
P30
P31
P32
P33
P34
P35
P36
P37

0.25 0
040 046
035 032

0
043

0
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TABELA 1D - Matriz de dissimilaridade obtida a partir das analises dos perfis
de polipeptideos dos diferentes isolados de Pisolithus spp.

[ Isolados | P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 PI10__ Pil
Pl 0,00

P2 036 0.00

P3 043 021  0.00

P4 043 036 029 000

P5 036 014 021 021 0.00

P6 043 036 029 029 02! 000

P7 036 029 036 064 043 036 000

P8 036 043 050 064 057 064 029 000

P9 036 043 036 050 043 050 029 029 000

P10 050 043 036 036 029 007 043 0,71 057 0,00

P11 057 064 043 043 050 029 064 064 050 021 0,00
P12 0.57 0,64 043 0,29 0,50 0,29 0,64 0,64 0,64 0,21 0,14
P13 0.57 0,64 043 029 0,50 0,29 0,64 0.64 0.64 0,21 0.14
P14 043 0,50 043 0.57 0.50 0.29 036 0.64 0,50 0.21 043
P15 043 0.50 0.57 0.57 036 0,57 0.50 0.50 0.36 0,64 0,57
Plé 0.36 0,14 0.21 0.36 0.14 0.21 043 043 0.29 0,29 0,50
P17 050 029 021 050 029 021 057 057 043 014 036
P18 057 036 029 057 036 029 05 050 050 021 043
P19 057 050 043 057 050 029 050 050 050 021 043
P20 036 057 050 064 057 050 0,14 014 043 057 050
P21 0.36 0,57 0,50 0,64 0.57 0,50 0,14 0,14 043 0.57 0,50
P22 0.36 043 0.36 0.36 0,29 0.50 0.29 0.29 0.29 0.57 0.64
P23 0.50 0.57 0,50 0.36 0,57 0.50 0.29 0,29 043 0,57 0.50
P24 0,29 0,50 043 0,29 036 0,43 0.36 036 0.36 0,50 043
P25 0,29 0,36 0,14 0,29 021 0,14 0,50 0,50 0.36 0,21 0,29
P26 050 043 036 064 043 036 043 043 043 029 050
P27 029 036 014 029 021 014 050 050 036 02! 029
P28 0,50 0,57 0,36 0,64 0,57 0,50 0,29 0,29 0,29 0,43 0,50
P29 036 043 021 050 043 036 043 043 029 029 036
P30 0,64 043 0,36 0,50 043 0,21 0,71 0,71 0,43 0,14 021
P31 036 043 021 050 043 036 043 043 029 029 036
P32 029 036 043 057 050 057 021 021 036 0,50 0,57
P33 050 043 064 050 057 050 043 043 057 043 064
P34 050 029 036 036 043 036 057 057 057 043 064
P35 0.50 0,29 0,21 0,36 0,29 036 0,57 0,57 0,43 0,43 0.64
P36 036 0,29 021 0,36 0.29 0,50 0,57 0.57 043 043 0.50
P37 0,43 0,36 042 0,57 0,50 0,57 0,21 021 0.36 0,50 0,57

“...continua...”
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“TABELA 1D. Cont.”

[ 1solados | P12 P13 P14 PIS Pl6 P17 PI§ PI9 P20 P21 P22
Pl

P2

P3

P4

P5

P6

P7

P8

P9

P10

P11

P12 0.00

P13 0,00 0,00

P14 0,43 043 0.00

P15 0.71 071 057 0,00

P16 0,50 0.50 0,36 0,50 0,00

P17 0,36 036 021 0.64 0.14 0,00

P18 043 0.73 0.29 0.7) 0.21 0.07 0.00

P19 043 043 0.14 0.71 0.36 0.21 0.14 0.00

P20 0,50 0,50 0,64 0.50 0,57 0,57 0,50 0,50 0.00

P21 0.50 0,50 0.64 0.50 0.57 0,57 0,50 0,50 0.00 0.00

P22 0,64 0,64 0,64 0,36 0,43 0,57 0,50 0.50 0.29 0.29 0,00
P23 0,36 036 0,50 064 043 0,57 0,50 036 0,43 043 043
P24 0.29 029 0,57 0,43 0.36 0,50 0,57 0,57 0,36 0,36 0,36
P25 0,29 0,29 043 0.57 0.21 0,21 0.29 043 0,36 0,36 0,36
P26 0,50 0.50 0,21 0,64 0,29 0,14 0.07 0,07 043 0,43 0,43
P27 0.29 029 043 0.57 021 0,21 029 043 0.36 0,36 0,36
P28 0.50 0.50 0,36 0,64 043 0.29 0.21 0,21 0,29 0,29 0.29
P29 0.36 0,36 0.21 0.64 0.29 0.14 0.21 0.21 0.43 0,43 0,43
P30 0.36 0,36 0.21 0,64 0.29 0.14 0.24 0.21 0,71 0,71 0,71
P31 0,36 0,36 0.21 0,64 0,29 0,14 0,21 0,21 0,43 043 043
P32 0.57 0,57 0,43 0,71 0,36 0,36 0.29 0,29 0,36 0,36 0,36
P33 0,50 0,50 0,36 0,79 043 0,43 0,36 0,21 0,57 0,57 0,57
P34 050 050 036 064 0,43 0,43 050 0,36 0,57 0,57 0,57
P35 050 050 036 050 029 029 0,36 036 0,57 0,57 0,43
P36 0,50 0.50 0.36 0.50 0.29 0.29 0.36 0.50 0.71 0,71 043
P37 0,57 0,57 043 0,71 0.36 0,36 0.29 0,29 0,36 0,36 0.36
*...continua...”
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“TABELA 1D, Cont.”

| 1solados

P23

P24

P25

P26

P27 P28

P29

P30

P31

P32

P33

Pl
P2
P3
P4
PS5
P6

P25
P26
P27
P28
P29
P30
P31
P32
P33
P34
P35
P36
P37

0,00
0.21
0.50
043
0,50
043
043
0.57
043
0.36
0,29
043
0,43
0,57
0.36

0.00
0,29
0,50
0,29
0,50
0.36
0.64
0,36
0,43
0,50
0,50
0,36
0,50
0,43

0.060
0,36
0,00
0,36
0.21
0,36
0.21
043
0,64
0,50
0,36
0,36
0,43

0,00
0.36
0.14
0.14
0.29
0.14
0.21
0,29
043
0,29
0,43
0,21

0,00
0,36
0,21
0,36
0.21
043
0,64
0,50
036
0,36
0,43

0.00
0.14
0,43
0,14
0,21
0,43
0,57
043
0,43
0,21

0.00
0.29
0.00
0,21
043
0,43
0,29
0,29
0,21

0.00
0.29
0,50
0,43
043
0,43
0,43
0,50

0,00
0,21
043
0,43
0,29
0,29
0,21

0,00
0,21
0,50
0,50
0,36
0,00

0,00
0,29
0,43
0,57
0,21

“...continua...”
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“TABELA 1D . Cont.”

[ 1solados [ P34 P35 P36 P37

PI
P2
P3
P4
P5
P6
P7
P8
P9

P10

Pl

PI2

P13

P14

Pi5

P16

P17

PIg

P19

P20

P21

P22

P23

P24

P25

P26

P27

P28

P29

P30

P31

P32

P33

P34 | 000

P35 | 014 000

P36 | 057 043 000

P37 | 050 050 036 000
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